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OZET

Sican Karaciger ve Bobrek Dokularindan Saflastirilan Beta-glukozidazlar
Uzerine Baz1 Antibiyotiklerin in vitro Etkilerinin Arastirilmasi

Bu caligmanin amaci; memeli karaciger ve bobrek dokularinda bulunan,
metabolik aktivitelerinin bir kismi tanimlanmis, bir kismi ise hala arastirilan -
glukozidaz enzimleri iizerine, bazi antibiyotiklerin etkilerinin arastirilmasidir.

Sican karaciger ve bobrek GBA2 enzimleri amonyum siilfat ¢oktiirme ve
ardindan hidrofobik etkilesim kromotografisi ile saflagtirilmigtir. Calismamizda,
sigan karaciger GBA2 % 43.4 verimle 30.2 kat, bobrek GBA2 % 12.2 verimle 5.1 kat
saflastirilmistir.  Saflastirilan sigan karaciger ve bobrek p-glukozidazlari SDS-
PAGE’de yiiritiilmistiir. Sican karaciger -glukozidazi 58 ve 110 kDa’ da, bobrek
B-glukozidaz1 90 ve 109 kDa’ da gériintiilenmistir.

Sican karaciger ve bobrek dokularindan saflagtirilan GBA2 enzimleri {izerine
sefuroksim sodyum, ampisilin/sulbaktam, amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat,
sefazolin sodyum, gentamisin siilfat ve seftriakson disodyum antibiyotiklerinin
inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amagla saflastirilan sican karaciger ve bobrek
GBA2 enzim aktivitelerini yariya diisiiren antibiyotik konsantrasyonlar1 olan ICsg
degerleri tespit edilmistir. Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin si¢an karaciger GBA2
icin ICsp degeri 62.97 mg/ml bulunmus ve calisilan diger antibiyotiklerin karaciger
enzimini inhibe etmedigi belirlenmistir. Bobrek GBA2’ye antibiyotiklerin etkisi
incelendiginde; ampisilin/sulbaktam, sefuroksim sodyum, amoksisilin
trihidrat/potasyum klavulanat, sefazolin sodyum antibiyotiklerinin 1Csy degerleri
sirasiyla; 32.23 mg/ml, 85.02 mM, 20.06 mg/ml, 98.81 mM olarak belirlenmis ve
gentamisin siilfat ve seftriakson disodyumun enzimi inhibe etmedigi goriilmiistiir.
Sigan karaciger GBA2’yi ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin yarigmali tipte inhbie
ettigi gozlenmistir. Sican bobrek GBA2’yi sefuroksim sodyumun yari-yarismali,
ampisilin/sulbaktam, amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat ve sefazolin sodyum
antibiyotiklerinin ise yarigmasiz tipte inihibe ettikleri bulunmustur.

Sonu¢ olarak bu ¢alismada; ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin, hem
karaciger, hem de bdbrek GBA2’yi inhibe ettigi; amoksisilin trihidrat/potasyum
klavulanat, sefazolin sodyum ve sefuroksim sodyumun sadece bobrek GBA2’yi
inhibe ettigi bulunmustur. Gentamisin siilfat ve seftriakson disodyumun ise karaciger
ve bobrek GBA2’yi inhibe etmedigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: B-glukozidaz, karaciger, bobrek, enzim saflastirma,sigan,
antibiyotik.



ABSTRACT

Investigation of the in vitro effects of some antibiotics on the purified
Beta-glucosidases from the rat liver and kidney

The aim of this study; investigation of some antibiotics’ effects onto [-
glucosidases that located in mammals miver and kidney tissues and identified some
of the metabolic activity and some part is still under investigation.

Rat liver and kidney GBA2 enzymes were purified by ammonium sulfate
precipitation and then hydrophobic interaction chromatography. In our study, while
rat liver GBA2 was purified at 30.2-fold with 43.4% vyield rat kidney GBA2 was
purified 5.1-fold with %12.2 yield. Purified rat liver and kidney B-glucosidases were
run at SDS-PAGE. Rat liver -glucosidase was illustrated 58 and 110 kDa, kidney -
glucosidase was illustrated 90 and 109 kDa.

It was investigated inhbition effects of cefuroxime sodium, ampicillin-
sulbactam, amoxicillin trihydrate/potassium clavulanate, cefazolin sodium,
gentamicin sulfate and ceftriaxone disodium antibiotics onto purified GBA2 from rat
liver and kidney tissues. 1Csq values, antibiotic concentration which reduces by half
the enzyme activity of the purified rat liver and kidney GBA2, was determined for
this purpose. ICsy value of ampicillin/ sulbactam antibiotic for rat liver GBA2 was
found 62.97 mg/ml and it was determined that studied other antibiotics didn’t inhibit
to liver enzyme. When examined effect of antibiotics onto kidney GBA2, the 1Cs
values for ampicillin/sulbactam, cefuroxime sodium, amoxicillin
trihydrate/potassium clavulanate, cefazolin sodium antibiotics 32.23 mg/ml, 85.02
mM, 20.06 mg/ml, 98.81 mM were determined respectively and gentamicin sulfate
and ceftriaxone disodium were found to not inhibit the enzyme.
Ampicillin/sulbactam antibiotic was observed that the competitive type inhibition to
rat liver GBA2. Cefuroxime sodium was inhbited un-competitive type and
ampicillin/sulbactam, amoxicillin trihydrate/potassium clavulanate and cefazolin
sodium antibiotics were found that non-competitive types inihibition.

As a result, in this study was found; while ampicillin sulbactam antibiotic was
inhbited both liver and kidney GBAZ2, amoxicillin trinydrate/potassium clavulanate,
cefazolin sodium, and cefuroxime sodium were inhibited only kidney GBAZ2.
Gentamicin sulfate and ceftriaxone disodium have been shown to not inhibit the liver
and kidney GBA2.

Keywords: B-glucosidase, liver, kidney, enzyme purfication, rat, antibiotics.



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

GBAl : Lizozomal B-glukozidaz

GBA2 : Non-lizozomal B-glukozidaz 2

GBA3 : Non-lizozomal p-glukozidaz 3

GlcCer : Glukozilseramid

LPH : Intestinal Laktaz-Phlorizin Hidrolaz
ER : Endoplazmik retikulum

GH :Glikozid hidrolaz

HCN :Hidrojen siyaniir

IC50 : Enzim aktivitesini %50 ye diisiiren inhibitor konsantrasyonu
pNP : Para-nitrofenol

pPNPG : Para-nitrofenol B-D-glikopiranosid
AMUG : 4-metilumbelliferil p-D-glikopiranosid
4AMuGal 4-metilumbelliferil -D galaktozid
SDS : Sodyum dodesil siilfat

UVP : Jel goriintiileme sistemi

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

Tris : Tris (hidroksimetil) aminometan

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin

APS : Amonyum persiilfat

BSA : S181r serum albiimini

[S] : Substrat konsantrasyonu

Km : Michaelis-Menten sabiti

Ki . Enzim-inhibitér veya enzim-substrat-inhibitér komplekslerinin enzime

veya enzim-substrat kompleksine ayrigma sabiti

Vmax : Maksimum hiz
mM : Milimolar

uM : Mikromolar
kDa : kilo dalton

EU : Enzim {inite birimi

Vi
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1. GIRIS

Enzimler, bir kimyasal reaksiyonun hizini artiran ve katalizledikleri reaksiyon
sirasinda tiikketilmeyen protein katalizorlerdir (Champe ve ark., 2007a). Enerji
saglamak icin besinlerin yikilmasi ve kimyasal yapimin engellenmesi, genetik bilgiyi
kodlayan DNA ve hiicre hareketlerinin devami igin enerji kullaniminin tiimii,

dikkatlice diizenlenen enzim davraniglariyla miimkiindiir (Murray ve ark., 2004).

Klinik biyokimya kapsamina giren enzimler, klinik enzimoloji kapsaminda
degerlendirilebilir. Enzimler, klinik laboratuvar analiz meniisiiniin olduk¢a 6nemli
bir kismini teskil eder ve ¢ok genis bir hastalik grubunun tanisinda ve tedavilerinin
takibinde, bu enzimlerin plazma aktiviteleri gok degerlidir. Ozellikle ayiric1 tanida
enzimlerin veya izo-enzimlerin dokulara gore spesifiklik gostermesi Onem arz
etmektedir. Bu bakimdan, plazma enzimlerinin doku kaynaklarini ve hiicredeki

lokalizasyonlarii bilmek, dogru yorumlama agisindan son derece 6nemlidir (Bakan,

2015).

Karbohidratlar, dogada en bol bulunan organik molekiillerdir.
Karbohidratlarin ¢ok c¢esitli fonksiyonlari vardir; canlilarin diyetindeki enerji
kaynaklarinin baslicas1 olmasi, viicutta enerji depose olarak gorev yapmasi, hiicreler
arasi iletisimi saglayan hiicre zarmin 6gesi olmasi gibi (Champe ve ark., 2007Db).
Genellikle basit sekerler (monosakkaridler) veya bunlarin bir araya gelmesiyle ortaya
¢ikan oligo- ve polisakkaridler halinde bulunurlar. Glukoz, fruktoz, galaktoz birer
monosakkaridtirler. Monosakkaridler, glikozid baglariyla birleserek daha biiyiik
yapilart olusturabilirler (Altinisik, 2015).

B-glukozidazlar, iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikoz ve bir aril/alkil
olan aglikon rezidiileri arasindaki -glikozidik bagini hidroliz etmektedirler
(Henrissat ve Bairoch, 1996). B-glukozidazlara yapisal ve katalitik 6zelliklerine gore
canlilar aleminde (bitki, mantar, memeli, bakteri) hemen her yerde
rastlanabilmektedir. Son yillarda B-glukozidazlarin biyokimyasal ve molekiiler

biyoloji anlaminda elde edilen verileri, spesifik organizmalar adina 6nemli bir
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gelisme teskil etmektedir. Bilhassa da biyokiitle doniisiimii, siyanogenezis, ¢oklu-
parazit etkilesimi ve Gaucher hastalar1 adma B-glukozidazlarin 6nemi biiytiktiir

(Ketudat Cairns ve Esen, 2010; Esen, 1993).

Memelilerde agirlikli olarak karaciger ve bobreklerde bulunan 3 6nemli -
glukozidaz karakterize edilmistir; lizozomal glukoserobrozidaz, intestinal laktaz-
phlorizin hidrolaz (LPH) ve sitozolik B-glukozidaz. LPH, diyetle alinan laktoz ve
glukozilseramidi hidrolize eder ve eksikliginde laktoz intolerans1 goriiliir (Naim,
2001). Glukoserebrozidaz (lizozomal glikozidaz), endojen membran glikolipidlerden
glukozilseramidi metabolize eder; eksikliginde Gaucher hastaligina sebep olur.
Karacigerde yer alan sitozolik [-glikozidazlarin ksenobiyotik bilesiklerin
detoksifikasyonunda gorevli oldugu bilinirken bobrek rahatsizliklarinda da idrarla
yiiksek oranda atilmasi; ilgili enzimin teshis belirteci olarak kullanimini saglamustir.
Devam eden caligmalarla beraber sitozolik B-glikozidaz igin ne metabolik, ne de
iliskili oldugu spesifik bir hastalik tanimlanamamistir (Esen, 1993). Tim bu
bulgularin 1s181nda, B-glukozidaz enzimlerinin memeliler i¢in ne denli Onemli

oldugundan bahsetmek miimkiindiir.

Glukozilseramid (GlcCer), olduk¢a kompleks olan glikosifingolipitin
katabolik yolunda ara (sondan bir evvelki) bir drindir (Esen, 1993).
Glukozilseramid, 3 farkli enzim tarafindan glukoz ve seramide indirgenir. Bunlar;
lizozomal B-glukozidaz (GBA1) ve lizozomal olmayan B-glukozidazlar GBA2 ve
GBA-3 (de Graaf ve ark., 2001). Bu 3 protein de yapisal ve dizilim olarak benzerlik

gostermezler. Ancak benzer enzimatik aktiviteyi paylasirlar (Harzer ve ark., 2012).

Karaciger, sag hipokondriumda yer alan biiyiik bir organ olup sag ve sol iki
lobdan meydana gelir; sag lob daha biiyiiktiir. Metabolizmay1 ayarlayici olarak gorev
alir (metabolik sef). Sadece % 10-20 fonksiyon goren bir karaciger bile yasamin
stirdiiriilmesi i¢in yeterlidir. Karacigerin % 60’11 hepatositler (parankim hiicreleri),
% 30’unu retikiilo-endoteliyal hiicreler ve hepatik yildiz hiicreleri, % 10’unu bazal
membran (siniizoidler, kan dolasimi) ve apikal membran (safra kanalcigi) olusturur.
Karacigerin temel fonksiyonlari; sindirim, bosaltim, Sentez (amino asit ve plazma
protein sentezi, iire sentezi), metabolizma ve biyotransformasyon, ¢ozebilirlik-
tasima-depolama, koruma-detoksifikasyon-inaktivasyondur (Altintas, 2015).
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Bobrekler, retroperitoneal bolgede bulunan, her biri yaklagik 120-150 gram
agirliginda olan organlardir. Bobregin makroskopik incelemesinde; en dista fibroz
bir kapsiil, kapsiiliin altinda korteks ve en i¢cte medulla bulunur. Her iki bobrekte
yaklagik 2.000.000 nefron vardir ve her nefron, tek basina idrar yapma yetenegine
sahiptir. Bobregin temel fonksiyonlari; viicut sivi ve elektrolit dengesinin korunmast,
metabolic artik riinlerin ~ atitlimi, ilaglar, toksinler ve metabolitlerinin
detoksifikasyonu ve atilimi, ekstraselliiler sivi hacmi ve kan basincinin hormonal
diizenlenmesi, hormon iiretimi ve metabolizmasina katki, peptit hormonlarin yikima,
metabolik etki (glukoneogenez, lipid metabolizmasi) (Klahr, 1988; Akpolat ve Utas,
2000).

Antibiyotik terimi, tedavide kullanilan kemoterapotik ve antibiyotik
niteligindeki maddeler igin genel bir ad olarak kullanilir. Antibiyotikler, bakteriyel
enfeksiyon tedavisinde ve Onlenmesinde kullanilan ilaglardir. Antibiyotiklerin etki
mekanizmalar1; bakteri hiicre duvar sentezini inhibe ederek ve otolitik enzimlerini
aktive ederek, sitoplazma membran permeabilitesini bozarak, bakteri ribozomlarinda
protein sentezini inhibe ederek, DNA ve RNA sentezini (niikleik asit sentezini)
bozarak ve antimetabolit etki gostermeleridir (Tekin, 2015). Bununla birlikte, yanlis
veya gereksiz kullanimlar1 ise organizmaya faydadan ¢ok zarar verir. Bu nedenle,

antibiyotiklerin ne zaman kullanilmas: gerektigini bilmek ¢ok énemlidir.

Bilingsiz ve asir1 antibiyotik kullanimi, bakterilerin kullanilan antibiyotige
kars1 diren¢ kazanmasina neden olabilir. Iki gesit antibiyoitk diren¢ mekanizmasi
sozkonusudur: 1.Biyokimyasal (membran, enzim ve gegirgenlik degisimi), 2.
Genetik (kromozomal, plazmidlere ve transpozonlara bagli direng.). Antibiyotik
direnciyle savagmak igin regetelerin azaltilmasi, uygun endikasyonda, uygun doz ve
stirede kullanilmasi, gereksiz kullanimdan kaginma, diren¢ konusunda gelismelerin
takip edilmesi, viral enfeksiyonlar ve tip dis1 amaglarla antibiyotik kullaniminm

durdurmak gereklidir (WHO, 2015).

Saglik Bakanligi’nin 2013 yilinda ilk kez gergeklestirdigi arastirmaya gore;
tilkemiz antibiyotik kullaniminda 40 Avrupa iilkesi arasinda, birinci sirada yer
almaktadir. Tiirkiye’de kisi basina diigen giinliik antibiyotik tiiketimi 42 birim iken
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bu rakam, Hollanda'da sadece 14 birim seviyesindedir. Bir Tiirk vatandasi giinde,
Hollandali bir kisiden 3 kat fazla antibiyotik tiiketmektedir (Unal, 2015). Sonug

itibariyle iilkemizde ne yazik ki gelisigiizel bir antibiyotik kullanim1 s6z konusudur.

Bu tez ¢aligmasiin amaci, yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin memeli
karaciger ve bobrek dokularindaki beta-glukozidaz enzim aktivitelerine etkilerini
arastirmaktir. Memelilerde bulunan ve biyolojik aktiviteleri ile hastaliklarla
iligkilerine yonelik arastirmalarin son yillarda ivme kazandigr goriilen beta-
glukozidazlar oncelikle sigan karaciger ve bobrek dokularindan saflagtirilmistir.
Saflagtirilan enzimlere yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin etkileri in vitro
olarak tespit edilmistir. Boylece bilingsiz antibiyotik kullaniminin 6nemli islevleri

olan karaciger ve bobrek enzimlerine olumsuz etkileri tespit edilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Karbohidratlar

Karbohidratlar, canlilarda bulunan organik molekiillerin {igiincii biiyiik
grubunu olusturur. C, H ve O elementlerinin Cn(H2O)n formiiliine gore
birlesmesiyle meydana gelir. Polihidroksi-alkollerin veya onlarin hidroliz iiriinlerinin
aldehit veya keton tiirevleridir Suda kolayca ¢oziiniirler ve hiicreler tarafindan
yapisal materyaller, tasmabilir enerji, enerjinin depolanabilir sekli olarak
kullanilirlar. Karbohidratlar, sekerleri ve polimerleri kapsar. Basit Karbohidratlar,
monosakkaridler ya da basit sekerlerdir. Disakkaridler, bir kondenzasyon
reaksiyonuyla iki monosakkaridden olusurlar. Polisakkaridler ise monosakkaridlerin

polimerleridir (Altintas, 2015).

Karbohidratlar, Karbohidrat olmayan yapilara glikozidik baglarla
baglanabilirler. Karbohidrat olmayan bu yapilar arasinda piirin ve pirimidin,
aromatik halkalar, proteinler ve lipidler sayilabilir. Aldozlarin 1.karbonu ya da
ketozlarin 2.karbonu glikozidik baga katilir. Bu sekere glukozil kalintis1 (glukozil
rezidiisii) denir (Champe ve ark., 2007Db).

Sekerler arasindaki glikozid bag, birlesen karbonlarin numaralar1 ve sekerin
anomerik hidroksil grubu da dikkate alinarak adlandirilir. Eger anomerik hidroksil
grubu o konfiglirasyonunda ise o-bagi, B konfiglirasyonundaysa [B-bagi denir.
Ornegin; laktoz, B-galaktozun 1.karbonu ve glukozun 4.karbonu arasinda glikozid
bagi olusmasiyla meydana gelir. Bu baga p(1-4) glikozidik bag denir (Champe,
2007D).



2.2. p—Glukozidazlar

Karbohidratlarin sentez ve yikiminda, pek ¢ok enzim goérev yapar. Bu
enzimlerden birisi de B-glukozidazlardir. ilgili enzimin Karbohidratlardaki B(1-4)
glikozidik baglarin1 hidroliz ederek bir¢ok biyolojik islevde anahtar rol oynadiklar
tespit edilmistir (Whitaker ve ark., 2002).

B-glukozidazlar, pek ¢ok canli organizmada bir¢ok biyolojik islevde gorev
almaktadir. Bu nedenle B-glukozidaz enzimleri tarim ve ormancilik alanlarinda,

protein miihendisliginde, biyoteknolojik calismalarda oldukca sik calisilmaktadir
(Kara, 2010).
2.2.1. B-Glukozidaz Enziminin Biyokimyasi

2.2.1.1. Adlandirilmasi

Beta glukozidazlar, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan 6 siniflandirma biriminden hidrolazlarin bulundugu

3.smifta yer alirlar (EC.3) (Henrissat, 1991).

EC 3. Hidrolazlar
EC 3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler)
EC 3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
EC 3.2.1.21 B-glukozidazlar (1,4- B-glukozidaz)
EC 3.2.2. N-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler

EC 3.2.3. S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler

2.2.1.2. Enzimin Yapisal Ozellikleri

Okaryot, Arkea ve bakterilerde bulunan Glikozid Hidrolaz (GH) Aile 1
enzimleri G-O-X ya da G-S-X tipindeki subsratlar1 hidroliz eder. Burada G, -bagh

glukozil, galaktozil, mannozil, fukozil, 6-fosfoglukozil ya da 6-fosfogalaktozil
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rezidiisiini, X ise diger glikozil rezidiisiinii ya da aglikonu temsil eder (Xu, 2004;

Kara, 2010).
Literatiirde incelenen B-glukozidazlarin;

1. SDS-PAGE’de 55-65 kDa araliginda olduklar1 (Esen, 1993),

2. Monomerlerinin peptit uzunluklarininin 447-527 aminoasit aralifinda oldugu
(Whitaker ve ark., 2002),

3. Enzim pH.4-10 ve sicaklik 0-4 °C araliginda stabil oldugu, (pH.7’de en yiiksek
stabilite goriilmiistiir),

4. Monomerlerinin her birinin yapisinda yiiksek korunumlu peptit motifleri
bulunmaktadir (Sanz-Aparicio, 1998) (SAYQI, YRFSI ve aktif bolgeleri TFNEP,
YITENE),

5. 55-60 °C iizerinde geri doniisiimsiiz olarak inaktive olduklari, 50-55 °C araliginda

ise en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri bildirilmistir.

2.2.1.3. Enzimin Katalizleme Mekanizmasi

B-Glukozidazlarin sistematik adi1 p-D-glukozid glukohidrolaz, EC 3.2.1.21
olarak bilinmektedir. Enzim, iki glikon rezidiisii arasindaki ya da glikoz ve bir
aril/alkil olan aglikon rezidiileri arasindaki B-glikozidik bagi hidroliz etmektedir

(Henrissat ve Bairoch, 1996). Glikozid hidrolizi, iki basamakta meydana gelir;

1.Basamak (Glikozillenme): Ayrilan grubun saliverilmesine yol agar ve

karbokatyon gergeklesir. Son olarak H,O katilir.
2.Basamak (Deglikozillenme): Ara iiriin iizerine niikleofilik atak gerceklestirilir.

B-glukozidazlarin katalitik mekanizmast, tersinirdir.
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Sekil 2.1. B-glukozidaz katalizleme mekanizmasi (Kara, 2010).

Beta glukozidazlar, homodimerik yapili enzimlerdir. Her bir zincir, proteinin
bir alt birimini olusturan 438 rezidiiden meydana gelmektedir. Her bir alt birim,
katalitik alan igerir. Bir glikozidik bagin enzimatik hidrolizi, iki kritik rezidii
gerektirmektedir. Bunlar bir proton verici ve bir niikleofilik/baz denebilecek bir
proton alicisidir (Davies and Henrissat, 1995). Bu gruplardan birisi E (Glu) glutamik
asit kalintisidir. B-glukozidazlar amino asit dizilerine benzer kinetik, inhibitdr,
kimyasal modifikasyon ve afinite, mutagenesis gosterirler (Esen, 1993). Asidik
amino asitlerden olan aspartat ve glutamat katalizlerini kanit olarak kullanmuslar. iki
asidik rezidii (Asp/Glu) aktif merkezinde hidrolize katilarak orada kovalent bagh
enzim-substrat gegisi olusturur (Ketudat Cairns ve Esen, 2010). Yani pB-
glukozidazlarin korunmus bolgelerinden biri, korunmus rezidiilerinin ortasinda yer

almaktadir. Iki glutamik asit rezidiisiiniin aktif bolgeye katilmasiyla hidrolize olur.

Aguilar ve arkadaslar1 (2008), B-glukozidaz kataliz mekanizmasini anlamak
igin Thermotoga maritima’da ilgili enzimi ¢alismislardir. Her bir B-glukozidazda, iki
korunmus Glutamat (166-351) rezidiisiinii ve iiglincii bir rezidii olarak da Asparajini
(293) gostermiglerdir. Glutamat rezidiileri ve Aspartat, birbiriyle kapali ligand bir
yapt olusturmaktadir. Burada enzimin katalitik bdolgesi, iki glutamat ve bir

asparajinden olusmaktadir. B-glukozidazlarda, glutamat niikleofilik ara iiriin olarak,
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Asp ise ayrilan grubu (glikoz) protone etmesi ve daha sonra da suyun protonasyonu

i¢in asit-baz katalizorii olarak yer almaktadir (Aguilar ve ark., 2008).

2.2.1.4. Enzimin Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar:

B-glukosidaz substratlarinda bulunan sabit monosakkarite bagli kimyasal
gruplarin  ¢esitliligi, PB-glukosidazlarin substrat g¢esitliliginin esasini  olusturur.
Glikoza baglanan grup ya disakkaritlerde ve oligosakkaritlerde oldugu gibi farkli bir
glikon ya da glikokonjugatlarda oldugu gibi bir aglikondur. Bu aglikon kisim,
linamarinde oldugu gibi bir alkil grup veya prunasin, dhurrin ve DIMBOAG]Ic’da
oldugu gibi bir aril grup olabilir.

CH,0H CH.
B H . O— é — CH,;
CO\PH H/ -
H HO
Linamarin

Sekil 2.2. Linamarin molekiiler formu (Banea-Mayambu ve ark., 1997).

B-Amygdalin

Sekil 2.3. Amigdalin -glukozid formu (Bolarinwa ve ark., 2014).
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Dhurrin Linamarin
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H
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Amyqgdalin Lotaustralin
CH70H CHZ0H CH3
H —° H |
H —0—=CHz H O—T
OH H o}
H OH H
N O Nk
H OH OH H
CH
i : H  OH
H OH
Prunasin Taxiphyllin
CHo0H CH20H
T neas; GO
OH OH
HO Ve CN HO VL CH
H OH H  OH

Sekil 2.4. B-glukosidazlarin dogal substratlarindan bazilar1 (Kara, 2010).

B-glukozidazlar, substrat spesifitesine gore 3 alt sinifa boliiniir (Terra, 1994);

Simf 1 Enzimleri glikozil-B-glukozidaz ve aril(alkil)-B-glukozidaz aktivitesi ile
sellobiyoz,  laktoz,  P-p-nitrofenilglikozid, = B-p-nitrofenilgalaktozid,  B-p-

nitrofenilfruktozid ve diger benzer substratlari hidroliz edebilirler.

Simif 2 enzimlerinin sadece glikozil-p-glukozidaz aktivitesi oldugu i¢in sellobiyoz ve

laktoz gibi substratlar1 hidroliz edebilirler.

Simf 3 enzimleri sadece aril(alkil)-B-glukozidaz aktivitesi oldugu igin [-p-
nitrofenilglikozid ve benzer substratlari hidroliz edebilirler (Acar, 2013).

Enzimin dogal substratlar1 disinda yapay substratlar1 da mevcuttur. Misir f3-
glukosidaz izoenzimi Glul’in, aglikon pargasi olarak p- ve 0-NP, 4-metilumbelliferil,
6-bromo-2-naftil, indoksil, 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve sitokinin igeren bilesikleri

hidroliz ettigi gorilmistiir (Cigek ve Esen, 1998).
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Literatiire bakildiginda; B-glukozidaz enzimleriyle ilgili ¢alismalarda, en yaygin
olarak pNPG substratinin kullanildig goriilmektedir.

Ll
" o )
o O HO L O
OH @\ OH

N

OH  oH 2 oOH
pNPG oNPG
_ CLM
S e
© HOl o0

QH
CH

4-MUG oNPGal

Sekil 2.5. Enzimin yapay substratlarindan bazilar1 (Kara, 2010)

2.2.1.5. p -glukozidaz Enziminin Onemi

B-glukozidazlar, tiim canli organizmalarda birgok biyolojik islevde rol
oynamaktadirlar. Bu nedenle B-glukosidaz enzimleri protein mithendisliginde, tarim
ve ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik ¢alismalarda olduke¢a sik ¢alisilmaktadir.

B-glukosidazlarin bilinen bazi 6zellikleri;

1. B-glukozidaz, dogrudan seliiloz iizerine etki etmemesine ragmen sellobiyoz
inhibisyonunda endo-glukanazlarin ve ekzo-glukanazlarin etkilerini  ortadan
kaldirarak seliilloz yikilmasinda biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu nedenle B-glukosidaz
aktivitesi, selilloz pargalanmasinda ‘oran smirlayici bir faktor’ olarak kabul
edilmektedir (Li ve ark., 2014). Sellobiyoz degradasyonunu artirdigi bilinmektedir.
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Giliniimiizde ticari olarak kullanilan seliilozik enzimler; Trichoderma ve Aspergillus

mantarlarindan elde edilmektedirler (Persson ve ark., 1991).

2. Yeni B-glukozidaz c¢alismalarinda, enzimin lignin selilozik biyokitleden
yiiksek maliyetli biyoyakit liretiminde yiiksek verime sahip oldugu gosterilmistir.
Ruminantlar, diyetle aldiklar1 polisakkaritleri iskembede fermantasyon ve verimli bir
mikrobiyal siiregle sindirirler. Buradaki kiiltiirsiiz ruminal mikroplarin % 85’den
fazlasinin saf kiiltiirden kagindigi belirtilmistir. Buradan yola ¢ikilarak Miscanthus
sinensis’ in metagenomik c¢alismalariyla yeni sellobiyotik enzimlerin kesfi

saglanmustir (Li ve ark., 2014).

3. Zhou ve arkadaslari, kanser tedavisinde yonelimli enzim/6n-ilag terapisini
gelistirmislerdir. [n  vivo olarak yapilan calismada, manyetik demir-oksit
nanotanecikleriyle tutulan pB-glukozidazlar, magnetophoretic (manyetoforetik)
hareketlilik yontemiyle farede deri altinda olusturulan tiimér lezyonlar1 {izerine
yonlendirilmistir. Yapilan karakteristik analizde, B-glukozidazlarin tiimor iizerine

yiiksek afinitesi tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2014).

4. Bitkiler, zararlilara kars1 savunma mekanizmalari gelistirmiglerdir. Bunun
icin biinyelerinde toksik maddeleri biriktirirler ve ihtiya¢ halinde saliverirler. Bu
kimyasal maddeler, B-glukozidler ve bazi1 dikotillerde de B-glukosinolatlardir. B-
glukozidik substratlar ve B-glukozidazlar, hiicrenin farkli alt yapilarinda ya da doku
boliimlerinde stoklanir. Patojen veya herbivorlarin bitki dokularina gelmesiyle
hiicrede olusan zarar sonucu substrat ile enzim karsilasir. Bu esnada substratlarin
hidrolizi baglar ve hidroliz sonucu agiga ¢ikan aglikonlar ya da diger pargalanma

tirlinleri, toksik etki yaratir (Thayer ve Conn, 1981).

5. B-glukozidazlar, endojen siyanojenik glikozidlerdeki B-glukozidik bagin
hidrolizi ile aglikan ve siyanohidrinlerin olusumunu katalizlemektedirler (Geiger,
1999). Dogada siyanohidrinler, siyanojenik glikozidlerin aglikan kismi olarak
bulunurlar. Bu bilesikler, HCN kaynagi olarak gorev alirlar ve ayrica azot transport
metabolizmasinda rol oynarlar. Bu olayin tiimii ‘siyanojenez’ olarak bilinmektedir
(Ergdgen, 2013).
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Sekil 2.6. Siyanojenez olay1 (Ergocen, 2013).

Siyanojenezde olusan HCN herbivoral ve fungal ataklar sonucu olusan doku
yaralanmalarinda bitkiyi korudugu, L-asparajinin biyosentezinde azot kaynag: olarak
kullanildig: bildirilmektedir (Hayano, 1977).

6. Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili birka¢ yiiz B-glukozidik iiriin
teshis edilmistir. Bu molekiillerin aglikon pargalarinin, besin kalitesi ve tiretimi
tizerine etkili oldugu belirtilmistir. Bu yiizden, B-glukozidazlarin transgenik bitki
iretiminde  genetik  miihendisligi  agisindan  olduk¢a  Onemli  olduklar

diistiniilmektedir (Kara, 2010).

Vanilya bitkisinde bulunan bir B-glukozidaz enziminin vanilin-p-glukozid
(glukovanilin) olarak bilinen aroma Onciillerinin hidrolizinden sorumlu oldugu ve
vanilya aromasmin bu substratin hidroliziyle a¢iga ¢ikan {irtinlerle ilgili oldugu

bildirilmistir (Odoux ve ark., 2003).
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Sekil 2.7. Vanilin parcalanmasi (Converti, 2010).

7. Karacigerde yer alan sitozolik B-glikozidazlarin, ksenobiyotik bilesiklerin
detoksifikasyonunda gorevli oldugu bilinmektedir (Bautler, 1992). Sitozolik p-
gilozidazin endojen subsratlarin hidrolizinde yetersiz olmasi, ‘enzimin viicuda
disaridan aliman ksenobiyotik glikozidlerin detoksifikasyonunu igerir.” hipotezini
ortaya cikarmistir. Eger viicuda aliman bu (ksenobiyotik), dogal olarak olusan
glikozidler bozulmadan bagirsaktan emilir ve karacigere tasinirsa, sitozolik f-
glikozidaz ile etkilesebilir (Hays ve ark., 1998). Bu durumda enzim, bilesigin
glikozid baglarin1 koparir ve yiikli hale gecen maddelerin suda ¢oziiniirliigiinii

artirarak viicuttan uzaklastirilmasini saglar.

8. Sitozolik B-glikozidazlar, iiriner biyobelirtegler arasinda yer almaktadirlar
(Kose ve Maden, 2015).

9. Asit glukoserebrozidazin eksik aktivite gdstermesi, Gaucher hastaligina
sebep olmaktadir. Gaucher hastaliginin, ndorolojik tutulum olup olmamasi ve
norolojik hastaliga ilerleme durumuna gore 3 alt tipi bulunmaktadir. Tip-1 eriskin
formu olup, nérolojik tutulum goriilmez. Tip-2 infantil veya akut ndronopatik tip,
Tip-3 juvenil subakut néronopatik tipidir. Otozomal resesif pan-etnik bir hastaliktir.
Fakat Tip-1 en ¢ok Ashkenazi Jewish (Yahudi) populasyonunda ortaya ¢ikmustir.
Gaucher hastaligi, en yaygin lizozomal depo rahatsizliklar1 arasindadir (Khann ve

ark., 2010, Grabowski ve ark., 1990).
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2.3. Memeli B-Glukozidazlar:

Memelilerde agirlikli olarak karaciger ve bobreklerde bulunan B-glukozidaz
lar; (Hays ve ark., 1996; Day ve ark., 1998; Yildiz ve ark., 2006 )

e Lizozomal B-glukozidaz (GBAL, asit B-glukozidaz/glukoserebrosidaz)
e Non-lizozomal B-glukozidaz (GBA2)
e Sitozolik B-glukozidaz (GBAS3)

e intestinal Laktaz-phlorizin Hidrolaz (LPH)

LPH ve lizozomal glukoserebrozidazin metabolik rolleri ve eksikliklerinde ortaya
cikan spesifik hastaliklar bilinmektedir. LPH, diyetle almman laktoz ve
glukozilseramidi hidrolize eder ve eksikliginde laktaz intoleransi gortliir (Semenza
ve Auricchio, 1989) Glukoserebrozidaz (lizozomal glikozidaz), endojen membran
glikolipitlerden glukozilseramidast metabolize eder, eksikligi Gaucher hastaligina
sebep olur (Grabowski ve ark., 2010). Sitozolik beta glikozidaz i¢in ne metabolik ne

de iliskili oldugu spesifik bir hastalik tanimlanmamistir (Esen, 1993).

2.3.1. Sitozolik p-Glukozidaz (GBAS3)

GBA-3, Klotho iliskili sitozolik bir proteindir. Bu aile B-glukozidaza benzer

domain gosterir. Ancak diger fizyolojik fonksiyonlar1 bilinmemektedir.

Sitozolik  B-glikozidaz; memeli karacigerinde, dalakta, bobreklerde, az
miktarda bagirsakta ve lenfositlerin sitozolii igerisinde yer alir (Graaf ve ark., 2001).
Molekiiler kiitlesi yaklasik olarak 53 kDa, optimum pH 5,5-6.0 ve glikolize degildir
(Daniels ve ark., 1981). Cok diisiik konsantrasyonda sodyum taurocholate tarafindan
inhibe edilir (Legler ve Liedtke, 1988). Lizozomal B-glikozidazin aksine sitozolik -
glikozidaz conduritol B-epoxide tarafindan inhibe edilmez (McMahon ve ark., 1998).
4-methyl-umbelliferone (4-MUG ve 4-MuGal) ve p-nitrophenol’iin $-D glukozid ve
B-D galaktozid tiirevleri igin yiiksek afinite sergiler (Yaqoob, 1980; Daniels ve ark.,
1981).
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2.3.1.1. Sitozolik B-Glukozidaz Mekanizmasi

Birka¢ arastirmaci, sitozolik [-glukozidaz tarafindan aril glikozitlerin
hidrolizinin temel mekanizmasimi formiile etmislerdir. Memelilerde sitozolik -
glukozidazin B-D glukozidlerin hidrolizi mekanizmasi niikleofilik yerdegistirme ile
anomerik konfiglirasyonunun tutulmasi olarak tanimlanmistir. Bu mekanizma, tim

memeli B-glukozidazlari i¢in analogtur.

Reaksiyon mekanizmasina gore; bir proton vericisi, ilk olarak glikozitte
anomerik konfiglirasyonu protonlayarak aglikon yariminin salinmasini kolaylastirir.
Bu esnada, bir oxokarbonium tretilir ve niikleofil tarafindan noétralize edilene kadar
enzimin aktif bolgesinde negatif yiikli residii tarafindan stabilize edilir. C atomunun
glikozil oxokarbonium iyonu sp2 formundadir ve karbokatyonun yarim halka ya da
zikzakli daire formunda olmasi Onerilir. Enzimle etkilesimden sonra glikozil
oxokarbonium iyonu merkezde yer alir. Stereskobik solvolize izin verir, ¢6ziinmenin
(¢oziici H,O/ROH) son basamagidir. Boylece p-D-glukozidaz {irinii olusumu
saglanir. Glukozil karbokatyonun stereospesifik niikleofilik hareketi hidroliz ya da

transglukolizasyon olarak tanimlanmistir (Esen, 1993).

2.3.1.2. Enzimin Onemi

» Flavonid glikozidler pisirildiklerinde fermentasyon ve otolizis ile aglikonun
salilnmasina ragmen c¢ogunlukla parcalanmazlar. Son yillara dek
flavonoidlerin kalin bagirsaga gelene kadar f-glukozid baglarinin hidrolizinin
gerceklesmedigi diisiiniiliirdii. Ancak memeli ince bagirsaginda bulunan
sitozolik B-glukozidaz ile yapilan galismalarda, enzimin flavonoidlerin sogan
zarlarlarinin B-glikozidlerinin yikimini katalizledigi gozlenmistir (Day ve
ark., 1998).

» Sitozolik B-glukozidaz, piridoksin 5P-L-glukozidin piridoksine hidrolizini
katalizler ve bu da vitamin Bg’nin baskin aktif formudur (Esen, 1993)

» LaMarco ve Glew (1986), domuz sitozolik B-glukozidaz enziminin, bir bitki

fenolik glukozid (L-picein) {iizerine hidroliz etkisini belirtmisler. Daha

16



sonraki ¢aligmalarda da insanda ve hayvanlarda diyetle alinan diger bitkisel
glikozidleri iizerine sitozolik B-glukozidazin hidroliz etkisi gosterilmistir
(Gopalan ve ark., 1992). Bu bilgiler, memelilerde yenilen siyanojenik bitkisel
glikozidlerin daha sonra siyanid zehirlenmesi yapabilecegini belgelemistir.
Sitozolik B-glukozidaz, fenolik glikozidlerin ya da siyanojenik glikozidlerin
hidrolizini  katalizler =~ (domuz sitozolik karacigerinde siyanogenik
bilesiklerden D-amigdalin, fenolik bilesiklerden arbutin, salisin tizerinde test
edilmistir). Pirimidin glikozid, vicine toksiktir ve favizme (bakla
zehirlenmesi) bagli hemolitik anemiye neden olur. Sitozolik B-glukozidaz bu
toksik maddenin hidrolizinde yardimc1 olarak viicuttan uzaklagmasini saglar

(LaMarco ve Glew, 1986).

» Sitozolik B-glikozidazin endojen subsratlarin hidrolizinde yetersiz olmasi,
‘enzimin  viicuda  disaridan  alman  ksenobiyotik  glikozitlerin
detoksifikasyonunu igerir’ hipotezini ortaya ¢ikarmistir. Eger viicuda alinan
bu (ksenobiyotik) dogal olarak olusan glikozidler, bozulmadan bagirsaktan
emilir ve karacigere tasinirsa, sitozolik B-glikozidaz ile etkilesebilir (Hays,
1998). Bu durumda enzim, bilesigin glikozid baglarini koparir ve yiikli hale
gecen maddelerin suda ¢oziiniirliglint artirarak viicuttan uzaklastirilmasini

saglar.

»  Sitozolik B-glikozidazlar, tiriner biyobelirtegler arasinda yer almaktadirlar (Kose ve
Maden, 2015). Bobrek rahatsizligi olan model hayvanlarda yapilan galigmalarda;
proteiniiri ortaya ¢ikmadan 6nce idrarda sitozolik B-glukozidaz seviyesinin yiiksek
oranda oldugu tespit edilmistir (Dance, 1970). Daha sonra enzimin idrarda yiiksek
oranda atilimi, bobrek nakillerinde doku uyusmazligina karsi uyarici ve bobrek
hasarlarinin belirlenmesi i¢in teshis edici bir belirteg olarak kullanilabilecegini
gostermistir (Wellwood, 1973). Bu bulus, sitozolik B-glukozidazin karakterize

edilmesinde ilk ivmeyi olusturmustur.

2.3.2. Lizozomal p-Glukozidaz (GBAL)

Asit  B-glukozidaz (E.C.3.2.1.45; N-agil-sifingosil-B-D-glukopiranozidaz:
glukohidrolaz), memeli lizozomal [-glukozidaz enzimi membran-baglantili
lizozomal bir enzimdir (McCarter ve ark., 1994).
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Glukosfingolipid metabolizmasinda kritik bir 6neme sahiptir (Grabowski ve ark.,
1990). GlcCer pargalanmasi, ilk olarak lizozomal yol ile baslar. GlcCer, endozomal
yol ile lizozomlara ulasir ve lizozomal B-glukozidaz (GBA1) tarafindan pargalanir
(Matern ve ark., 1997). Glukoseramidin B-glikozidik baglarin1 pargalar. Olusan [-
glukoz ve seramid {riinleri, asit seramidaz tarafindan sfingosine ve yag asidine
indirgenir (Esen, 1993). B-glikozidler, bu enzimin hem dogal, hem de sentetik
subsratlarindandir. Asit B-glukozidaz igin dogal substrat acylspingosyl-1-O-p-D-
glukoziddir. Bu bilesik glukozilseramid, seramid p-glukozid, glukoserebrosit
isimleriyle de bilinmektedir. Bu yiizden lizozomal B-glukozidaz glukosilseramidaz,
seramid B-glukozidaz, glukoserebrozidaz ve asit [-glukozidaz olarak da
adlandirilmaktadir. Sistematik  ad1  E.C.3.2.1.45; N-acyl-sphingosyl-p-
glucopyranoside; glucohydrolase. Asidik pH’da optimum aktivite gosterir (Carter ve
Fujino, 1956, Grabowski ve ark., 2010).

Asit glukoserebrozidaz’in eksik aktivite gostermesi, Gaucher hastaligana
sebep olmaktadir. Gaucher hastaliginin noérolojik tutulum olup olmamasi ve noérolojik
hastaliga ilerleme durumuna gore 3 alt tipi bulunmaktadir. Tip -1 eriskin formu olup,
norolojik tutulum goriilmez. Tip-2 infantil veya akut ndronopatik tip, Tip-3 juvenil
subakut noronopatik tipidir. Otozomal resesif pan-etnik bir hastaliktir. Fakat tip-1 en
cok Ashkenazi Jewish populasyonunda ortaya ¢ikmistir. En yaygin lizozomal depo
hastaliklari arasindadir (Khann ve ark., 2010).

2.3.2.1. Substratlar:

Enzim i¢in dogal subsratlar; N-agil-sifingosil-1-0- B-D glukositleri,
glukozilseramid, Acil yag asitleri ve dokularda kismi sfingosil bagimli kaynaklardir
(Grabowski, 1990). Bunlara ek olarak Gaucher Hastalarinin dokularindan
tanmimlanmis kiigiik bir {iriin; glukozilseramidin acillendirilmemis analogu; B-
glukozilsfingosil de belirlenmistir.18-22 C uzunlugundaki sifingosil subsratlaridan

en ¢ok kullanilani ve en bol olan1 18 C’lu sfingosindir (Grabowski ve ark., 2010).

Sentetik subsrat 4 metilumbelliferil- B-D glukopiranosit asit  glukozidaz i¢in
mitkemmel bir substrattir. Kolay temin edilebilirlik, uygun fiyat ve kullanim
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kolaylig1 gibi avantajlar1 vardir. Diger dogal subsratlardan 4MU-Glc’nin sayisiz
deterjan, fosfolipid ve yag asit kombinasyonlarinda, ham doku ekstratlarinda ve saf
enzim preparatlarinda goriinen Km degeri 1,5-4 mM arasinda glukozilseramidden

yaklasik 100 kat daha fazladir (Legler, 1985; Grabowski ve ark., 1990).

Glukozilseramidazlar, sulu ortamlarda ¢oziinemezler; lipidel ortama ihtiyag
duyarlar. Sentetik substrat olarak 4MU _Glc genis bir kullanim alanina sahiptir. Fakat
sulu ortamlarda dagilimi sinirlidir. Bu yilizden, asit B-glukozidazin analizleri,
heterojen dagilim igerisinde yiiriitiilmektedir. Enzimin bazi fiziksel kompozisyonlari,
aktivitesini ve fiziki durumunu etkileyebilir (Nilson ve ark., 1985). Bu siirlamalara
ragmen cesitli laboratuvar analizlerinden elde edilen sonuglara gore; yonetici
miseller ve parca miseller; polioksietilen eter (Triton X-100), safra asitleri (sodyum
taurocholate), yag asitleri (oleik asit), negatif yiiklii fosfolipid/glikosfingolipidlerde
¢ozlinebilmektedir (Esen, 1993).

2.3.2.2. Enzimolojisi

Glukozilseramid, olduk¢a kompleks olan glikosifingolipitin katabolik
yolunda ara (sondan bir evvelki iriin) iirlindlir. Asit B-glukozidaz tarafindan
glikozidik bagin yikilmasi ile B-glukoz ve seramid {iriinleri olusur. Reaksiyonun son

basamaginda ise sfingosin ve yag asiti olugsmaktadir (Esen, 1993).

R H H;0H

s IPSVOE -
AAAMAANAAAAT0 OH

OH

Glucosylceramide : -
(Glucocerebroside) Ghucosylaphingosine

Ceramide Glucose

s TR ~ Sphingosine
A ;
| /\NV\/\/\/"’9"-L"°"’ | Hop—Xon § o
I OHN | ——~C—C~CH;
/\N\/\/\/\/\/\/\/\/YC=0 | VNNVNVNVIV dn NH2

Sekil 2.8. Glukoserebrosidaz enziminin metabolik yolag: (Ayyildiz, 2009).
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2.3.3. Non-Lizozomal p-glukozidaz (GBAZ2)

Lizozomal olmayan B-glukozidazlar (GBA2, GBA3), ilk olarak 1993 yilinda
tanimlanmasina ragmen, mekanizmalart ve  fonksiyonlar1 tam  olarak

anlagilamamustir.

Lizozomal olmayan beta glukozidaz GBAZ2, uzun bir N terminali i¢eren
glukozidaz domainini takiben kisa bir C terminali ve bir transmembran domainden
olusan tek gegisli bir transmembran proteinidir (Boot ve ark., 2007). Safra asit
glukozitlerinin hem yapiminda, hem de hidrolizinde aktiftirler. Bu nedenle, safra asit
B-glukozidazlart olarak da bilinmektedirler. GBA2, lizozomdan ziyade endoplazmik
retikulum ve golginin sitozolik yiizeyinde lokalizedir. Integral membran proteini
degildir. Hiicre membranlartyla zayif baglidir. En c¢ok testis, beyin ve karaciger
dokularinda rastlanmigtir. GBA2 eksikligi goriilen farelerde, ilgili dokularda GlcCer
birikimi gortilmistiir. GlcCer birikimi, baslica iki sonucu vardir; erkek dogurganligi,
anormal sperm olusumuna bagl olarak bozulur ve parsiyel hepatektomi sonrasi
karaciger rejenerasyonu gecikir. Bununla birlikte GlcCer sinyalizasyon islevi, tam
olarak anlasilamamistir. Ciinkii bu fenotiplere sahip hastalar tanimlanamamigtir

(Gonzalez-Carmona ve ark., 2012; Yildiz ve ark., 2006).

Sekil 2.9. GBA2, ER ve Golgi igerisinde lokalizedir (Korschen ve ark., 2013).
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Sekil 2.10. A: Memeli GBA2 molekiil yapisi. B: GBA2 molekiil konformasyonu ve
katalitik glutamat residiileri ( Glu '*°; asit-baz Kataliti ve Glu*">; niikleofil) (Hayashi
ve ark., 2007).

2.4. Antibiyotikler

Antibiyotik ¢agi, 1928’de Sir Alexander Fleming’in penisilini bulmasi ile
baglamigtir. Penicillium notatum’un etrafinda S.aureus kolonilerinin bulunmadigini
farketmis ve bakterileri 6ldiiren bu maddeye penisilin adin1 vermistir. Antibiyotik,

bakterileri inhibe eden veya 6ldiiren, dogal olarak bulunan maddedir (Tekin, 2015).
Antibiyotikler, ilgili organizmalar iizerine (GATA, 2000);

1. Bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek ve otolitik enzimlerini aktive ederek

2. Sitoplazma membran permeabilitesini bozarak

3. Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek

4. DNA ve RNA sentezini (niikleik asit sentezini) bozarak

5. Antimetabolit etki gosterirler.

Antibiyotik ve kemoterapotikleri c¢esitli  kriterlere gore siiflandirmak

miimkiindiir; (Tekin, 2015).

» Hedef hiicreye etkilerine gore
» Etki mekanizmalarina gore

» Etki gosterdigi mikroorganizma grubuna gore
21



» Etki spektrumuna gore

> Immun-modiilator etkilerine gore

Ancak bugiin en fazla kullanilan siniflandirma, bu ilaglarin etki mekanizmalarina ve

etki giiclerine gore yapilanlaridir (Akkan, 1997).
Antibiyotiklerin Etki Gliglerine Gore Siniflandirilmalar1 (Erding, 2015);

1.  Bakterisidler  (bakterileri  oldiirenler):  Penisilinler,  sefalosporinler,

aminoglikozidler, vankomisin, rifampisin, florokinolonlar, polimiksinler, teikoplanin.

2. Bakteriyostatikler (bakterilerin iiremelerini engelleyenler): Tetrasiklinler,

kloramfenikol, siilfonamidler, eritromisin, klindamisin, mikonazol, etambutol.

Antibiyotikler, etki mekanizmalarina gore 5 gruba ayrilirlar (Akkan, 1997);
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Tablo 2.1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandiriimasi.

Bakteri
Bakteri hiicre genetik
duva_r ) Sitoplazma . “ma'feryall .
sentezini membran Ribozomlarda iizerine etki Bakterivel
bozan ve litik ermeabilitesini protein sentezini yapanlar antimetabc))/litler
enzimleri P bozanlar bozanlar (DNA ve RNA
aktive edenler sentezini
bozanlar)
1. p-Laktamlar
|

Penisilinler
Sefalosporinler
Monobaktamlar
Karbapenemler

m Polimiksinler

m Tetrasiklinler

Florokinolonlar

m Stlfonamidler

2. Sikloserin m Gramisidin mAminoglikozidler m Rifamisinler
m Sulfonlar
m Nistatin = Nalidiksik m PAS (Para
3. Ristosetin m Makrolidler asit Amino Salisilik
asit)
. m {zoniazid
4. Basitrasin m Amfoterisin B m Amfenikoller m Metronidazol
' (INH)
] ] m Linkozamidler m Bleomisin m Etambutol
5. Teikoplanin | m Kandisein

6. Vankomisin

m Ketokonazol
ve diger
antifungal

imidazoller

m Fusidik asid

m Asiklovir

m Trimetoprim

m Flukonazol ve
diger antifungal
trizoller

m Hekzaklorofen

m Katyonik
deterjanlar

m Doksorubisin
m Daunorubisin
[

Aktinomisinler

m Mitomisinler
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2.4.1. Caliysmada Kullanilan Antibiyotikler
2.4.1.1. Sefuroksim sodyum

Sefuroksim; ¢ogu B-laktamazlara dayanikli, semisentetik, genis spektrumlu,
parenteral yoldan kullanilabilen, ikinci kusak sefalosporin grubundan bir
antibiyotiktir. Birgok Gram-negatif ve Gram-pozitif mikroorganizmaya kars1 in vitro
bakterisid etkinlige sahiptir. Bakteriyel B-laktamazlara karsi iyi bir stabilite gosterir
ve sonug¢ olarak ampisilin ve amoksisiline direngli suslarin ¢oguna etkilidir.
Sefuroksimin bakterisid aktivitesi, mikroorganizmalarin hiicre duvari sentezini

inhibe etmesine baglidir (Nobel ila¢ Sanayii, 2015).

Sefuroksim plazma proteinlerine %50 oraninda baglanir. Birlikte kullanilan
probenesid sefuroksim’in tiibiiler sekresyonunu yavaslatir, buna bagl olarak plazma
doruk konsantrasyonu ve yarilanma omrii %30 oraninda artar. Sekiz saat i¢inde,
verilen dozun yaklasitk % 89’u degismemis ilag halinde, idrarda yiiksek
konsantrasyon olusturarak bébrekler yoluyla atilir (Nobel Ilag Sanayii, 2015).

HsC

Sekil 2.11. Sefuroksim sodyum bilesiginin molekiil formu (Nemutlu ve Kir, 2009)

2.4.1.2. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat

Amoksisilin/klavulanik asit (ko-amoksiklav), yar1 sentetik bir antibiyotik olan
amoksisilin ile bir B-laktamaz inhibitorii olan potasyum klavulanatin olusturdugu
oral bir antibakteriyel kombinasyonudur. Amoksisilin, 6zellikleri iyi bilinen bir oral

penisilindir. Klavulanik asit, Streptomyces clavuligerus’un fermentasyonu ile elde
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edilir ve yapisal olarak penisilinlere benzeyen bir B-laktamdir. Klavulanik asit, -
laktamaz enzimlerini, aktif kisimlarin1 bloke etmek suretiyle inaktif hale ¢evirme
Ozelligine sahiptir. Klavulanatin bu 6zelligi, diger B-laktam antibiyotiklere direngli
olan bakteri tiirlerini de amoksisilinin etki spektrumu igine sokar (IE Ulagay Ilag

Sanayii, 2015a).

Kombinasyonun oral uygulanmasindan sonra, amoksisilinin yar1 émrii 1.3
saat iken Kklavulanik asidinki 1 saattir. Bu siire, yenidoganlarda ve yaslilarda ve
ozellikle de bobrek yetmezligi olan hastalarda artabilir. Her iki bilesen i¢in alinan
oral dozun % 60 kadari, 6 saat i¢inde degismemis olarak idrarla atilir. Her iki bilesen
de dokulara ve viicut sivilarina (beyin ve omurilik sivist hari¢) yaygin dagilim

gostermektedir (IE Ulagay ilag Sanayii, 2015a).

NH,
H g
fDH

Sekil 2.12. Amoksisilin trihidrat bilesiginin molekiil formu (Nemutlu ve Kir, 2009)
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Sekil 2.13. Potasyum klavulanat bilesiginin molekiil formu (Nemutlu ve Kir, 2009)

2.4.1.3. Sefazolin sodyum

Antibakteriyel etkilidir. Duyarli patojenlerin neden oldugu septisemi,
bakteriyel endokardit, kolanjit, kolesistit, peritonit, lenfanjit, lenfadenit, piyelonefrit,
piyelit, sistit, iiretrit, osteomiyelit, artrit, hordeolum, panoftalmi gibi solunum yolu,

deri ve yumusak doku jinekolojik enfeksiyonlarinin tedavisinde endikedir. Sefazolin
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sodyum, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek oldiriicii etki gdsteren bir

sefalosporindir (Ommaty, 2005).

Sefazolin  sodyum, enjeksiyondan sonra kanda hizla yiiksek
konsantrasyonlara ulasir. Bobrek, karaciger ve akciger dokularina kolaylikla gecer.
Sefazolin sodyum, intramiskiiler uygulandiktan 1 saat sonra serumda maksimum
konsantrasyona ulasir ve bu diizey, en etkili oldugu andir. Sefazolin sodyumun serum
yarilanma Omrii, intramiiskiiler uygulamada yaklagik 2 saattir. Sefazolin sodyumun

% 90’dan fazlasi, idrarda degismeden disar atilir (Ommaty, 2005).

Na* O” ~O

Sekil 2.14. Sefazolin sodyum bilesiginin molekiil formu (Nemutlu ve Kir, 2009)

2.4.1.4. Gentamisin siilfat

Antibakteriyel etkilidir. Duyarli mikroorganizmalarin yol actig1 idrar yollari,
solunum yollari, merkezi sinir sistemi, gastrointestinal kanal, kemik ve yumusak
doku enfeksiyonlar ile septisemi, gonore, enfekte yara, peritonit, septik abortus,

septik komplike yaniklarda endikedir (Ommaty, 2005).

Gentamisin, intramiiskiiler yolla verilmesinden sonra kisa siirede (30-60
dakika), en yiiksek plazma konsantrasyonlarina ulasir. Bébrek fonksiyonu normal

kisilerde, gentamisinin yar1 6mrt, 2 saatten biraz fazladir.
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Sekil 2.15. Gentamisin siilfat bilesiginin molekiil formu (Carr, 2015).

2.4.1.5. Seftriakson disodyum

Seftriakson, parenteral olarak uygulanabilen semi-sentetik, genis spektrumlu
sefalosporin grubu bir antibakteriyeldir. Duyarli bakterilerin duvar sentezini inhibe
ederek bakterisid etki gosterir. Seftriakson, penisilinaz ve sefalosporinaz gibi
betalaktamaz enzimlerine kars1 ileri derecede direnclidir (Eczacibasi Ilag Sanayii,

2015).

Seftriakson, sistematik olarak metabolize edilmez, fakat bagirsak florasi
tarafindan inaktif metabolitlere doniistiiriiliir. Yetigkinlerde eliminasyon yari1 dmrii,
yaklasik 8 saatir. Eliminasyon: Total plazma klirensi 10-22 ml/dakikadir. Renal
Klirens 5-12 ml/dakikadir. Seftriaksonun % 50-60’1, degismemis olarak idrarla, %
40-50’si ise degismemis olarak safrayla atilir (Eczacibasi ilag Sanayii, 2015).

O Na'
HoN—4 M tgrjﬁ

,r

Sekil 2.16 . Seftriakson sodyum bilesiginin molekiil formu (Nemutlu ve Kir, 2009).
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2.4.1.6. Ampisilin/Sulbaktam

Ampisilin, bircok Gram pozitif ve Gram negatif aerob ve anaerob bakterilere
kars1 genis spektrumlu bir bakterisid aktiviteye sahiptir. Ancak ampisilin, B-
laktamazlar tarafindan parcalandigindan, aktivite spektrumu bu enzimleri iireten
organizmalar1  kapsamamaktadir. Penisilinlere ve sefalosporinlere direngli
mikroorganizmalar tarafindan {retilen [-laktamazlarin sulbaktam tarafindan
irreversibl olarak inhibe edildigi biyokimyasal caligmalarla kanitlanmistir. Her ne
kadar sulbaktam, Neisseriaceae disindaki mikroorganizmalara karst Onemli bir
antibakteriyel aktivite gostermese de caligilan biitiin mikroorganizmalar, sulbaktamin
B-laktamaz iireten suslarina karsi da ampisilinin aktivite gostermesini sagladigini
kanitlamigtir. Ampisilin ve sulbaktamin yaklasik % 75-85 kadari, normal renal
fonksiyonu olan kisilere uygulamadan sonraki ilk 8 saat sirasinda idrarla degismemis

olarak atilmaktadir (IE Ulagay ila¢ Sanayii, 2015b).

Q

Sekil 2.17. Ampisilin/sulbaktam bilesiginin molekiil formu (Wikipedia, 2015).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan N,N,N,N-tetrametiletilendiamin (TEMED),
Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin, standart serum albumin, trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), para oksan, Tris-HCI, Triton X-100, DMEM, TE, Fetal
Calf Serum (FCS) SIGMA Chemical’den; sodyum hidroksit, amonyum siilfat, glisin,
fosforik asit, asetik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, p-
merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid,
amonyum persiilfat, bromofenol mavisi, gliserol, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat,

potasyum fosfat, kalsiyum kloriir MERCK’den saglandi.

Arastirmada kullanilan ilaglar; sefuroksim sodyum, seftriakson disodyum,
ampisilin/sulbaktam, sefazolin sodyum, amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat,

gentamisin siilfat, yerel eczaneden temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Sogutmali Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R

pH metre Hana pH

UV-Spektrofotometre Thermo scientific Multiscan FC
Manyetik karistirict Ika C-MAG HS7

Terazi Denver Sl 234

Otomatik pipetler Brand

Homojenizator Stuart SHM1

Elektroforez Sistemi Bio- Rad
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Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm c¢ap ve 15 cm

uzunluk)

Derin Dondurucu (-80 °C) NuAire

Buzdolabi (-20 °C) Vestel

Vorteks Stuart

Buz makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Memmert

Thermo-block Ika

Inkiibator Memmert

Jel Gorilintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
(UVP)

3.1.3. Kullanmilan Cozeltiler

Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1 M (NH,4),SO,4
igeren 50 mM Na,HPO, tamponudur (pH 6.8). Bunun i¢in 7.095g (0.05 mol)
Na;HPO, ve 132.14 g (1 mol) (NH4),SO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCl ile

pH’s1 6.8’¢ getirildi ve son hacim, distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanms p-glukosidaz enziminin eliisyonu icin
kullanilan ¢ozelti: 1 M NH4(SO), i¢eren 50 mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8) ve 50
mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti
olusturuldu. Bunun i¢in 7.095g (0.05 mol) Na;HPO, ve 132.14 g (1 mol) NH4(SO,),
950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCl ile pH’s1 6.8’e getirildi ve son hacim distile
su ile 1 L’ye tamamlandi. 7.095 g (0.05 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda
coziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 6.8’¢e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin alindig:

tampon cozelti: 1 M NH4(SO,); iceren, 50 mM Na;HPO, tamponu (pH 6.8) ve 50
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mM Na,HPO, tamponu (pH 6.8). 7.095g (0.05 mol) Na,HPO, ve 132.14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 6.8’¢ getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandh.

Enzim aktivitesinin olciildiigii ve substrat cozeltisinin hazirlandig:
tampon: 50 mM, pH 5.5 olan sodyum asetat tamponu; 6.804g Na-Ac 900mL distile
suda ¢6ziildii ve glasiyal asetik asit ile pH 5.5’e ayarlandiktan sonra son hacim distile

su ile 1 L’ye tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 5 mM p-NPG ¢ozeltisi; 0.0075g pNPG 5 mL, 50 mM pH

5.5 sodyum asetat tamponu iginde vortekste karistirilarak ¢oziildii.

Reaksiyon durdurma tamponu: 0.5 M Na,COg; 26.498g Na,CO3 son hacim
500 mL olacak sekilde distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Doku ekstraksiyon tamponu: 0,25 M sukroz siikroz igeren 5 mM Tris-HCI

tamponu pH:7.4 olarak ayarlanip son hacim 100 mL olarak tamamlandi.

SDS-PAGE’de kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlamsi; SDS-
PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarimin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlari, Tablo 3.1°de verilmistir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme c¢ozeltisi; 0.66 g
Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf

asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma c¢ozeltisi; Hacimce %

7.5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL distile su igermektedir. Bu amagla 75 mL

asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Tablo 3.1. SDS-PAGE’de kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

%10’luk Ayirma Jeli Hacim
Acrylamide/bis-Acrylamide 1.56 ml

% 40 solution (Sigma)

% 10’luk SDS 62.5 ul

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.56 ml

Distile Su 3.02 mi

TEMED 3.13 ul

% 10’luk APS (en son ilave edilecek) 93.75 ul

% 3’liik Yi1Zgma Jeli Hacim
Acrylamide/bis-Acrylamide 247.5 ul

% 40 solution (Sigma)

% 10’luk SDS 25 ul

Distile su 1.612 mi

TEMED 2.5 ul

0.5 M Tris-Base pH. 6.8 630 pul

% 10’luk APS (en son ilave edilecek) 50 pl

Numune Tamponu Hacim Tank Tamponu Hacim
0.5 M Tris-Base pH 6.8 2.5ml Tris-HCI 30
% 10’luk SDS 4 mi Glisin 144 g
Gliserol 2ml SDS 1g
-Merkapto-etanol 1ml

Bromfenol mavisi 0.01g

Distile su 0.5 ml




3.2. Yontemler
3.2.1. Deney Hayvanlari

Bu c¢alismada, deney hayvani olarak 7 adet, 15-17 haftalik, 170-210 gram
agirh@inda erkek Wistar-Albino tiirii siganlar kullanildi. Hayvanlar, eter anestezisine
almarak dekapite edildi ve karaciger ile bobrek dokulari alindi. Alinan dokular,

kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2.2. Enzim Ekstratinin Hazirlanmasi

Karaciger ve bobrek dokularindaki GBA2 aktivitelerinin belirlenmesinde

sirasiyla su basamaklar izlenmistir (Avcikurt ve ark., 2015; Sinan ve ark., 2015);

1. Karaciger ve bobrek doku orneklerinin miktarlar1 belirlendikten sonra
agirliklarinin 4 kati kadar 5 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.25 M siikroz tamponu ile

sulandirild.

2. Ornek, 6 dakika 10.500 dakika™® devirde, mekanik homojenizatorde
homojenize edildi ve 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ¢oken biiyiik partikiiller

ve niikleus uzaklastirildi.

3. Siipernatant, 16000 rpm’de 60 dakika santriflij edilerek mikrozomlarin
¢cokmesi saglandi. Stipernatant uzaklastirildi.

4. Mikrosomal pellet, 1 mL 5 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.25 M siikroz

tamponuyla  sulandirildi.  Sulandirilmis  mikrosomal pelletden GBA2’nin

ekstraksiyonu igin % 0.75°lik Triton X-100 eklendi. Vorteks ile iyice karistirildi.
5. GBA2'nin ¢dzeltiye alimast igin +4 °C’de 30 dakika bekletildi.

6. Cozelti, 16000 rpm’de 60 dakika santrifiij edildi. Stipernatantta bulunan
GBA2’nin aktivitesine bakildi.

3.2.3. Enzim Aktivite Tayini

Karaciger ve bobrek dokularinda GBA2 aktivitesi spektrofotometrik olarak

tayin edildi. Aktivite dl¢limii i¢in 70 uL, 5 mM pNPG substrat ¢ozeltisi ve lizerine 70
33



pL enzim ¢ozeltisi 96’11k plakaya (well-plate) koyuldu. Koér olarak 70 uL 50 mM pH
5.5 Na-Ac tamponu ve iizerine 70 pL enzim ¢dzeltisi koyuldu. Etiivde 37 °C’de, 30
dk inkiibe edildi. 30 dk’nin sonunda reaksiyon 70 uL. 0.5 M Na,COj3 ile durduruldu.

Spektrofotometrede 405nm’de kore karsilik absorbans degeri okundu.

Enzim aktivitesi olusturulan p-NP, standart grafigine gore belirlenmistir. Bir

Enzim Unitesi, dakikada olusan p-nitrofenoliin pmol’ii olarak belirlendi.

3.2.4. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 6l¢iimleri, Lowry Metoduna gore hesaplanmistir. Bu yontem

icin asagidaki soliisyonlar hazirlands,

Soliisyon A : % 2°lik Na,CO3, 0.1 M NaOH’da ¢oziildii.

Soliisyon B : %1’lik NaK tartarat, distile suda ¢oziildii.

Soliisyon C : % 0.5’lik CuSOy,, distile suda ¢oziildii.

Soliisyon D : 48 mL soliisyon A, 1 mL soliisyon B, 1 mL soliisyon C alinarak
hazirlandi.

Soliisyon E : Folin-fenol ve distile sudan, bire bir oraninda alinarak hazirlandi .

Sigir Serum Albumini (BSA) : 5Smg 5ml suda ¢oziilerek taze olarak hazirlandi.

Protein tayini isleminde, su yol izlendi;

1. I mL’sinde Img protein igeren standart sigir albiimin ¢dzeltisinden, tiiplere
0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL alind1 ve miktar her tiipte 100 uL olacak
sekilde iizerleri saf su ile tamamlandi.

2. Kor olarak kullanilmak iizere de bir tiipe 100 pL saf su koyuldu.

3. Her tiipe, 2 ml Soliisyon D eklendi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. 10 dk sonunda tiiplere 0.2 mL Soliisyon E eklenip vorteks ile zaman
kaybetmeden karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. Ornekler, 96°lik plakanin kuyucuklarina 200’er pL koyularak 600 nm de
absorbanslar1 kore karsi okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 4.1.).
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Saflastirma basamaklarinda protein miktar1 belirlenecek numunelerden 0.1’er
mL tliplere alindi ve standart grafik i¢in uygulanan yontem, ayni sekilde numune
tipleri i¢in de uygulandi. Daha sonra numuneler i¢indeki protein miktari, standart

grafikten elde elden dogru denklemi kullanilarak hesaplandi (Laemmli, 1970).

3.2.5. Enzimin Saflastirilmasi

3.2.5.1. Amonyum Siilfat Coktiirme Arahginin Belirlenmesi

Amonyum stilfat, belirli doygunluk derecelerine gore, belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu, asagida verilen formiil ile tespit edildi;

_L77xVx(S, - S,)

NH, ),SO
g(NH,),SO, 354-5,

V : Serum hacmi
Si1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in ham ekstrakta 0-10,
10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 araliklarinda
coktlirme yapildi. Her bir aralik i¢in yukaridaki formiile gére hesaplanan amonyum
siilfat miktarlar1 0 °C’de eklendi. 30 dakika manyetik karistiricida yavasca
karistirilarak ilave edilen amonyum siilfatin ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra 15000
rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiyj edildi. Cokeleklerin her biri 1 mL, 50 mM, pH 6.8

sodyum fosfat tamponunda ¢oziildii.

Her bir aralikta ¢6zililen numunenin enzim aktivitesi ve Lowry yOntemiyle
kantitatif protein miktar1 belirlendi. Enzim numuneleri renkli oldugundan 405nm’de
aktivite belirlenirken absorbans degerinin yanlis ¢ikmamasi i¢in her bir araliktaki
enzim c¢ozeltisi kendi koriine karsi okundu. 0-10 araliinin enzim aktivitesi

bulunurken, 70 pL bu araliktaki enzim ¢d6zeltisi ve 70 pL substrat karisiminin
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absorbans degeri, 70 pL bu araliktaki enzim ¢ozeltisi ve 70 pL aktivite tamponu
koriline kars1 okundu. Bu durumda 10 farkli tuz aralig: i¢in 10 ayr1 kor kullanilmig
oldu. 37 °C’de 30 dakika inkiibe sonunda reaksiyonlar 70 uL 0.5 M Na,COs ile
durduruldu ve 405nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir araligin kantitatif

protein miktarlart Boliim 3.2.4’de verilen Lowry metoduna gore hesaplandi.

3.2.5.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastiriimasi

Karaciger ve bobrek dokularindan GBA2’nin saflastirilmasinda amonyum
stilfat ¢oktiirmesinin ardindan, hidrofobik etkilesim kromatografisi tercih edilmistir.
Bunun i¢in laboratuvarda sentezlenen ve Sekil 3.2°de verilen hidrofobik jel

sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanilmistir (Yu ve ark., 2007).

o

COCoH

( j T
NH—CH—CH2©OH

=

Sepharoge-dB- L-Tirozin-1-naftilamin

Sekil 3.1 Hidrofobik etkilesim kromotografisinde kullanilan hidrofobik jel (Avecikurt,
2009).

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu, 6nce 1M (NHy4),SO4 igeren 50 mM,
pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten
sonra, jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢okelegi en kiigiik hacimde 1M (NHg),SO4
igceren 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ¢6ziildii. Ardindan ¢ozeltinin enzim
aktivitesi sektrofotometrik olarak belirlendikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1
M (NH4)2SO4 igeren 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu ve 50 mM, pH 6.8
sodyum fosfat tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz

konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Tuz gradienti ile kolondan eliie
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edilen eliiatlar 1 mL halinde tiiplere alindi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
sifir oluncaya kadar devam edildi. 50 mM, pH 6.8 sodyum fosfat tamponu kor olarak
kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de Kalitatif protein tayini ve 405 nm’de aktivite
tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktari

grafigi ¢izildi (Sekil 4.2.).

3.2.5.3 Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

GBAZ2’nin hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile saflagtirllmasindan sonra 2
farkli akrilamid konsantrasyonunda; y1gma jeli % 3, ayirma jeli % 10 olacak sekilde,
kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli tarafindan
belirtilen yontem ile yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli,

1970).

Bu amagla, elektroforez cam plakalart once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka, birbiri tizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Tablo 3.1.’de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli, plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in saf su ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1-2 saat) iist yiizeydeki su dokiildii. Daha
sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin
lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli
polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat edilerek
cikarildi. Kuyucuklar once saf su ile sonrasinda da tank tamponu ile yikandi.
Polimerize jellerin bulundugu kaset, elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez

tankinin alt ve {ist kismina, yliriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢6zelti, toplam hacim 50 pl

olacak sekilde, 1 : 1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Molekiil agirlik
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standartlari; (B-galaktosidaz (116.0kDa), sigir serum albumin (66.2 kDa), yumurta
albumini (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98l (E.coli) (25.0
kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa) ve Lizozim (14.4 kDa) igeren standart protein
¢oOzeltisi 1 : 1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yliklenecek numuneler,
5 dakika 95 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara
yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volta (V) ayarlandi. Proteinlerin
jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant,
ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 V’a yiikseltildi. Yiriitme islemine proteinler,
jelin altina lcm kalana kadar devam edildi. Daha sonra akim kesilerek yiiriitme
durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve yigma jeli kesilip
ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli, renklendirme ¢ozeltisi i¢ine
konuldu ve 1.5-2 saat kadar ¢alkalayici tizerine birakildi. Daha sonra jel
renklendirme ¢dzeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlari
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden

c¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildu.

3.2.6. Antibiyotiklerin Kullanim
Her bir antibiyotik, Tablo 3.2.’e gére enzime uygulanmak iizere hazirlanmistir.

Tablo 3.2. Antibiyotiklerin substrat tamponu ile hazirlanmasi.

o Ampuldeki Cozmek icin Kullanilan
Antibiyotik
Miktan Substrat Tampon
Gentamisin siilfat 160 mg .gentamlsm -
stilfat
Ampisillin + sulbaktam 1 g ampisilin + 3.5ml
0.5 g sulbaktam

Sefazolin sodyum 750 mg 4ml
Sefuroksim sodyum 750 mg 6 ml
Seftriakson disodyum 19 3.5ml
Amoksisilin trihidrat + 1000 mg 10 ml

potasyum klavulanat
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Ticari olarak temin edilen antibiyotikler yukaridaki tabloya gore hazirlanip,

tablo 4.3. — 4.19. daki gibi uygulanmustir.
3.2.7. Antibiyotiklerin (inhibitorlerin) ICsy Degerlerinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirilan antibiyotiklerin (inhibitorlerin) 1Cso
degerlerini bulmak i¢in pP-NPG substratinin reaksiyon hacminde 1.75 mM
konsantrasyonunda ¢alisildi. Antibiyotik eklenmemis ortamda enzim aktivitesi
bulunarak bu deger % 100 aktivite olarak alindi. Farklt inhibit6r
konsantrasyonlarinda enzim aktivite degerleri bulundu ve % aktivite degerleri
hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 4.5. - 4.20.). Bu grafiklerden
yararlanarak enzim aktivitesini % 50 oraninda azaltan inhibitdr konsantrasyonu olan

ICs0 degerleri hesaplandi.

3.2.8. Antibiyotiklerin (inhibitorlerin) K; Degerlerinin Bulunmasi

B-glukozidazlarin yaygin substratt olan p-NPG substrati kullanilarak
karaciger ve bobrek dokularindan saflastirilan GBA2 aktivitesi lizerine bazi
antibiyotiklerin inhibisyon tipleri ile K; degerleri belirlenmistir. K; degerlerinin
tespiti i¢in antibiyotiksiz (inhibitorsiiz) ortamda, 12 farkli pNPG substrat
konsantrasyonu varliginda, aktivite degerleri bulundu. Bulunan bu aktivitelerden
1/V  degerleri hesaplandi. 1/V- 1/[S] degerleri ile Lineweaver—Burk grafigi
cizildiginde, lop dogrusu elde edildi. Her bir inhibitér maddenin (antibiyotik) iki
farkli sabit konsantrasyonunda, p-NPG substratinin 12 degisik konsantrasyonuna
karsihk gelen enzim aktiviteleri belirlendi. Iki farkli inhibitér (antibiyotik)
konsantrasyonu varliginda, farkli substrat konsantrasyonuna karsilik gelen aktiviteler
kullanilarak ¢izilen Lineweaver—Burk grafiginde, 1/V ve 1/[S] degerleri ile I; ve I,
dogrular1 olusturuldu. Lineweaver—Burk grafiklerden yararlanarak K; degerleri

hesaplandi ve inhibisyon tiirleri tespit edildi. K; degerlert;

Yarigmali (kompetitif) inhibisyon igin Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S]

eksenini kestigi nokta olan -1/Ky (1+[1]/K;) ifadesinden,
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Yarigsmasiz (non-kompetitif) inhibisyon i¢in 1/V eksenini kestigi nokta olan
1/V max (L+[1]/K;) ifadesinden,

Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon tipi i¢inl/V eksenini kestigi nokta
olan 1/Vmax (1+[1)/K;) ifadesinden yararlanilarak hesaplandi. Ki degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan denklemlerdeki Ky ve Vnyax degerleri, antibiyotiksiz

(inhibitorsiiz) ortamda bulunan degerlerdir.

40



4. BULGULAR

4.1. Kantitatif Protein Tayininde Kullanilan Standart Egri

Saflagtirma basamaklarinda kantitatif protein tayini i¢in Lowry metodu
kullanilmigtir. Bu yontem ile sigir serum albiimin proteini standart olarak
kullanmilmistir. Standart ¢ozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerlerine
gore, Sekil 4.1.’deki grafik elde edilmistir. Elde edilen grafigin dogru denklemiyle

ilgili absorbansa karsilik gelen mg protein miktar1 hesaplanmistir.

03> 1 Lowry Standart Egri

0,3 -
0,25 -

02 - y = 0,0033x - 0,0008
R? = 0,9882
0,15 -

Absorbans 600 nm

0,05 -

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

ug/uL protein

Sekil 4.1. Lowry yontemi ile protein miktarinin tayininde kullanilan standart grafik.
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4.2.Karaciger GBA2 Saflastirilmasi ve Baz1 Antibiyotiklerin Etkilerinin

Arastirilmasi

4.2.1. Karaciger GBA2’nin Amonyum Siilfat Coktiirme Arahginin

Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in ham ekstrakta Tablo
4.1.°de verilen amonyum siilfat miktarlar1 eklenerek Bolim 3.2.5.1°de belirtilen
yontem uygulanmistir. Her bir araliktaki enzim numunelerinin 405 nm’deki
absorbanslar1 kendi korlerine karst okunmustur. Elde edilen veriler, Tablo 4.1.de

verilmistir.

Tablo 4.1. Karaciger GBA2 amonyum siilfat ¢oktiirme araligimin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozelti hacimleri, kullanilan tuz miktar1 ve elde edilen degerler.

Kullanilan
Aralhk | Coktiirme | Hacim amonyum | Protein Aktivite | Absorbans
Degeri Arah@ (mL) sulfat miktart (EV) 405 nm
miktar1 | (mg/mL)
(9)
1 0-10 10 0.514 0.383 0.0624 0.047
2 10-20 10.1 0.534 1.417 0.1884 0.14
3 20-30 10.1 0.551 1.626 1.2684 0.937
4 30-40 9.7 0.546 0.962 1.7359 1.282
5 40-50 9.7 0.564 1.16 0.1749 0.13
6 50-60 9.5 0.571 0.856 0.0543 0.041
7 60-70 9.5 0.592 0.518 0.0407 0.031
8 70-80 9.3 0.600 0.333 0.0448 0.034
9 80-90 9.3 0.623 0.383 0.0651 0.049
10 90-100 9.2 0.641 1.417 0.0394 0.03
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Tablo 4.1°deki degerler kullanilarak Sekil 4.2.’deki amonyum siilfat ¢oktiirme
araligi-aktivite grafigi cizilmistir. Ozelikle ¢oktiirme araliginin belirlenmesinde
protein miktarinin diisiik; buna karsilik enzim aktivitesinin yiiksek oldugu aralik
tespit edilmistir. Grafige gore enzimin ¢oktiigii tuz konsantrasyonu % 20-50 aralig1
olarak belirlenmis ve saflastirma islemlerinde % 20-50 amonyum siilfat tuz

coktlirmesi uygulanmistir.

1,8 - == Aktivite

1,6 - == Coktlirme Araligi
1,4 -
1,2 -

Aktivite EU

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

O T T T T T T 1 1 T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100

Coktirme Araligi

Sekil 4.2. Karaciger GBA2 amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin tespitinde kullanilan
grafik.

4.2.2. Karaciger GBA2’nin Saflastirilmasi

Bolim 3.2.5.2’de belirtildigi gibi % 20-50 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonunda elde edilen numune, laboratuvarda sentezlenmis sepharose 4B-L-tirozin-1-
naftilamin hidrofobik jeli i¢eren kolona yiiklenmistir. Kolondaki jel yiiksekligi 7 cm
ve ¢ap 1 cm’dir. Kolondan alinan numunelerin 50 mM sodyum fosfat pH:6.8
tamponu kor olarak kullanilarak 280 nm’de kalitatif protein tayini yapilmistir.

Eliisyondaki her bir tiipiin aktivite tayini, kendi numunesinden olusan koriine karsi
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yapilmustir. Elde edilen degerlerin, tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktari
Sekil 4.3°deki grafikten de goriildiigii gibi yiiksek aktivite gosteren 31, 32, 33 ve 34
numarali tiipler birlestirilmistir. Kolona tatbik edilen ve birlestirilen eliiatlar i¢in
Lowry metodu ile kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler

ve saflastirma oranlari hesaplanmistir (Tablo 4.2.).
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Aktivite EU

1,5

0,5

== Aktivite EU
== Protein 280 nm
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tip No

50

Sekil 4.3. Hidrofobik etkilesim kromotografisi kolonundan karaciger GBA2’nin saflastirma grafigi.
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Tablo 4.2. Karaciger GBA2 Saflagtirma Tablosu.

. - Protein Toplam Spesifik
Hacim Aktivite Toplam ) : >
Sk aldvi Miktari Protein Aktivite % \erim S%::T’Set;;?a
ml U/ml
(mi) (Umb) (UMb (mg/mi) (mg) (U/mg)
Ham ekstrakt 1
6 1,65 9,95 2,59 15,56 0,63 100
Amonyum siilfat
Coktiirmesi 35 1,97 6,90 0,53 1,85 3,71 69,39 5,81
(% 50)
Hidrofobik
Etkilesim
2 2,16 4,32 0,11 0,22 19,32 43,43 30,23

Kromatografisi

32.tiip
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4.2.3 Karaciger GBA2 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan karaciger GBA2 enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla Boliim 2.2.5.3’de anlatildig: sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine, saflastirilan enzim numunesi yiiklendi. Protein
bantlar1 igeren jellerin goriintiileri, jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi

(Sekil 4.4.).

1 2
MW, kDa
~116.0
~66.2 /
-
~450 o
=350
e 25,0 _a—‘
w— 18,4
IS 144
12% Tris-glycine SDS-PAGE
Karaciger SDS Molekiil Agirligi Standart
25 Grafigi
y =-1,3242x + 5,4799
8>
©
£
s
?"15 T
-
4 T T T T 1
0 0,2 04 ps 06 0,8 1

Sekil 4.4. Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda saflagtirilmis karaciger
GBAZ2. 1: Protein belirteg. Molekiil agirlik standartlart; (B-galaktosidaz (116.0kDa),
sigir serum albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz
(35.0 kDa), REase Bsp98I (E.coli) (25.0 kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa) ve
Lizozim (14.4 kDa) 2: Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonundaki saflastirilmis

karaciger GBA2.
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4.2.4 Karaciger GBA2 Uzerine Baz1 Antibiyotiklerin ICs, Degerlerinin

Belirlenmesi
4.2.4.1. Sefuroksim Sodyum Antibiyotiginin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Sefuroksim sodyumun karaciger GBA2 aktivitesi ilizerine etkisi incelenirken,
p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM kullanilmstir.
Sefuroksim sodyum bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak
alimmis ve sefuroksim sodyumun 29.454 - 176.725 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler,

Tablo 4.8.’de gosterilmistir.

250 1 Sefuroksim sodyum

200 -
2 150 -
3
£
<
= 100

50 -

0 T T T 1
0 50 100 150 200
[1] mMm

Sekil 4.5. Sefuroksim sodyum antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ilag konsantrasyon

grafigi.
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Tablo 4.3.’deki verilere gore, sefuroksim sodyum antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, karaciger GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi Sekil 4.5.”deki gibidir. Sefuroksim sodyumun ¢alisilan konsantrasyon araliginda, karaciger GBA2’yi aktive ettigi

gorilmiistiir.
50 mM ] o Kuyudaki o
o Enzim Substrat Antibiyotik L Aktivite

Substrat | Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %

Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/ml o
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite

Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(ub [1] mM

0 0 0 0.257 0.2017 100
50 10 29.454 0.272 0.2145 106.335
45 15 44.181 0.312 0.2472 122.526
40 20 58.908 0.340 0.2706 134.161
35 25 73.635 0.342 0.2724 135.031
30 Sefuroksim . 20 30 88.362 0.355 0.2837 140.662
25 sodyum 35 103.090 0.349 0.2783 137.971
20 40 117.817 0.406 0.3264 161.822
15 45 132.544 0.412 0.3308 163.975
10 50 147.271 0.431 0.3473 172.174
S 55 161.998 0.542 0.4394 217.805
- 60 176.725 0.581 0.4725 234.203
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4.2.4.2. Gentamisin siilfat Antibiyotiginin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Gentamisin siilfat antibiyotiginin karaciger GBA2 aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmistir. Gentamisin siilfat bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak alinmis ve gentamisin siilfat 4.187-50.251 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Tablo 4.9.’da gosterilmistir.

300 1 Gentamisin siilfat
250 -

200 ~

150

%o Aktivite

100

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

[1] mM

Sekil 4.6. Gentamisin siilfat antibiyotiginin % enzim aktivitesi — ila¢ konsantrasyonu

grafigi.
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Tablo 4.4.°deki verilere gore, gentamisin siilfat antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, karaciger GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi Sekil 4.6.’daki gibidir. Gentamisin siilfatin ¢alisilan konsantrasyon araliginda, karaciger GBA2’yi aktive ettigi

bulunmustur.
50 mM _ o Kuyudaki o
o Enzim Substrat Antibiyotik L Aktivite

Substrat | Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %

Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/mi o
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite

Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(nh) [I] mM

0 0 0 0.647 0.527 100
50 10 4.187 0.971 0.798 151.298
45 15 8.375 1.245 1.027 194.664
40 20 12.562 1.262 1.040 197.276
35 25 16.75 1.750 1.123 212.872
30 Gentamisin 20 20 30 20.931 1.485 1.227 232.710
25 siilfat 35 25.125 1.531 1.265 239.883
20 40 29.313 1.587 1.312 248.812
15 45 33.501 1.592 1.317 249.636
10 50 37.688 1.591 1.316 249.446
5 95 41.876 1.616 1.336 253.372
- 60 46.063 1.515 1.252 237.429
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4.2.4.3. Sefazolin sodyum Antibiyotiginin ICs, Degerinin Belirlenmesi

Sefazolin sodyum antibiyotiginin karaciger GBA2 aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmigtir. Sefazolin sodyum bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi %100
aktivite olarak alinmis ve sefazolin sodyumun 13.751-165.012 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Tablo 4.5.’de gosterilmistir.

120 4 Sefazolin sodyum
g 80
>
£ 60 -
<
A
< 40 -
20 -
O T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[I] mMm

Sekil 4.7. Sefazolin sodyum antibiyotiinin % enzim aktivitesi-ilag konsantrasyon

grafigi.
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Tablo 4.5.°deki verilere gore, sefazolin sodyum antibiyotiginin p-NPG substratt varliginda, karaciger GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi Sekil 4.7.’deki gibidir. Sefazolin sodyumun c¢alisilan konsantrasyon araliginda, karaciger GBA2’yi inhbie

etmedigi goriilmiistiir.

50 mM ] o Kuyudaki o
o Enzim Substrat Antibiyotik S Aktivite
Substrat | Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/ml o
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite
Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(uD) [1] mM
0 0 0 0.647 0.527 100
50 10 13.751 0.557 0.451 85.655
45 15 27.501 0.562 0.456 86.447
40 20 41.253 0.588 0.477 90.579
35 25 55.004 0.578 0.469 88.996
30 Sefazolin 20 20 30 68.755 0.585 0.475 90.136
25 sodyum 35 82.506 0.607 0.493 93.619
20 40 96.257 0.576 0.468 88.711
15 45 110.008 0.591 0.480 91.054
10 o0 123.759 0.535 0.433 82.219
5 95 137.510 0.569 0.462 87.587
- 60 151.261 0.578 0.469 88.980
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4.2.4.4. Seftriakson disodyum Antibiyotiginin ICs; Degerinin

Belirlenmesi

Seftriakson disodyum antibiyotiginin karaciger GBA2 aktivitesi lizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmistir. Seftriakson disodyum bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak almmis ve seftriakson disodyum 12.879 - 154.557 mM arasinda
degisen konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan

veriler Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

140 - Seftriakson disodyum

120 -+
100
80 -

60 -

% Aktivite

40 -

20 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160
[1] Mm

Sekil 4.8. Seftriakson disodyum antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ilag

konsantrasyonu grafigi.
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Tablo 4.6.’daki verilere gore, seftriakson disodyum antibiyotiginin p-NPG substrat1 varliginda, karaciger GBA2 % aktivite- ilag

konsantrasyonu grafigi Sekil 4.8.’deki gibidir. Seftriakson disodyumun ¢alisilan konsantrasyon araliginda, karaciger GBA2’yi inhibe

etmedigi goriilmiistiir.

50 mM ] o Kuyudaki o
o Enzim Substrat Antibiyotik S Aktivite
Substrat | Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/ml o
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite
Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(ub) [1] mM
0 0 0 0.6477 0.5276 100
50 10 12.879 0.6117 0.4975 94.300
45 15 25.759 0.6362 0.5180 98.179
40 20 38.639 0.6665 0.5433 102.976
35 25 51.519 0.7455 0.6093 115.484
30 Seftriakson 20 20 30 64.398 0.6168 0.5018 95.107
25 sodyum 35 77.278 0.5852 0.4754 90.104
20 40 90.158 0.6093 0.4955 93.920
15 45 103.038 0.5818 0.4725 89.566
10 S0 115.917 0.5917 0.4808 91.133
5 55 128.797 0.5221 0.4227 80.114
- 60 141.677 0.4542 0.3659 69.363
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4.2.4.5. Amoksisilin trihidrat/Potasyum klavulanat Antibiyotiginin 1Csy

Degerinin Belirlenmesi

Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin karaciger GBA2
aktivitesi iizerine etkisi incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki
konsantrasyonu 1.75 mM kullanilmistir. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat
bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak alinmig ve amoksisilin
trihidrat/ potasyum klavulanat 2.5-30 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarindaki

% aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler Tablo 4.7.’de gosterilmistir.

140 - Amoksisilin trihidrat/Potasyum klavulanat
120 -

100

% Aktivite

40 -

20 -

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

[1l m™m

Sekil 4.9. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin % enzim

aktivitesi-ilag konsantrasyonu grafigi.
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Tablo 4.7.’deki verilere gore, amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin p-NPG substrat1 varliginda, karaciger GBA2 %
aktivite- ilag konsantrasyonu grafigi Sekil 4.9.”daki gibidir. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat ¢alisilan konsantrasyon araliginda

karaciger GBA2’yi inhbie etmedigi gorilmiistiir.

50 mM _ o Kuyudaki o
o Enzim Substrat | Antibiyotik L Aktivite
Substrat Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/ml .
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite
Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ml) dak.)
(ul) [1] mg/ml
0 0 0 0.647 0.5276 100
50 0.005 2.5 0.777 0.6359 | 120.519
45 0.01 5 0.737 0.6022 | 114.138
40 0.015 75 0.732 05980 | 113.347
35 0.02 10 0.713 0.5822 | 110.354
30 Amoksisilin . 20 0.025 125 0.733 05992 | 113.568
25 trihidrat/potasyum 0.03 15 0.667 0.5438 | 103.071
20 klavulanat 0.035 175 0.427 0.3438 95
15 0.04 20 0.590 04800 | 90.975
10 0.045 225 0.498 04033 | 76.440
5 0.05 25 0.574 0.4665 88.426
- 0.055 275 0.512 0.4148 78.625
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4.2.4.6. Ampisilin/sulbaktam Antibiyotiginin ICso Degerinin Belirlenmesi

Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin karaciger GBA2 aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmigtir. Ampisilin/sulbaktam bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak alinmis ve ampisilin/sulbaktam 10.714 - 117.856 mg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan

veriler Tablo 4.8.’de gosterilmistir.

Ampisilin/sulbaktam

y =0.0057x2- 1.2524x + 106.59
Rz=0.9732

% Aktivite
(2]
o

*

0 50 100 150 200 250
(1] mg/ml

ekil 4.10. Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ila
p youg ¢

konsantrasyonu grafigi
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Tablo 4.8.’deki verilere gore, ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, karaciger GBA2 % aktivite-ilag
konsantrasyonu grafigi Sekil 4.10.’daki gibidir. Grafik denkleminden yararlanilarak ampisilin/sulbaktam IC50 degeri 62.97 mg/ml

bulunmustur.

50 mM Antibiyotik Enzim Substrat | Antibiyotik Kuyudaki Absorbans | Aktivite %
Substrat Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Antibiyotik (405 nm) (U/ml | Aktivite
Tamponu Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Konsantrasyonu dak.)

(nD) [11mM

0 0 0 0.647 0.5276 100
S5 > 10.71425 0.661 0.5395 98
50 10 21.4285 0.579 0.4706 89.202
45 15 32.14275 0.477 0.3857 73.100
40 20 42.857 0.407 0.3272 62.017
35 Ampisilin/sulbaktam 70 70 25 5357125 0.362 0.2892 54813
30 30 64.2855 0.303 0.2401 45.519
25 35 74.99975 0.280 0.2212 41.925
15 45 96.42825 0.288 0.2275 43.128
10 50 107.1425 0.252 0.1972 37.381
S 55 117.8568 0.265 0.2086 39.550
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4.2.47. XKaraciger GBA2’yi Inhibe Eden Ampisilin/Sulbaktam

Antibiyotiginin Inhibisyon Tipi ve Kj Degerinin Belirlenmesi

Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin karaciger GBA2 aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Ampisilin/sulbaktam enzim {izerine inhibisyon tipinin belirlenmesi
icin Boliim 3.2.8’de aciklandigr gibi ¢alisma yapilmis ve bulunan deneysel sonuglar
Tablo 4.9 ve Tablo 4.10.’da verilmistir. Tablo 4.9’daki degerler ile Sekil 4.11°deki

Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir.

®10 50 Ampisilin / sulbaktam

mI1:5891mM 45 m

12:176.73 mM

1/[S] mM-1

Sekil 4.11 Ampisilin/ ulbaktam antibiyotiginin karaciger GBA2 aktivitesi lizerine

inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.

Sekil 4.11.’deki Lineweaver-Burk grafiginden ampisilin/sulbaktam karaciger
GBAZ2’yi yar1 yarigmali tipte inhibe ettigi goriilmektedir. Ampisilin/sulbaktam [I;] =
58.91 mM ve [l;]= 176,73 mM konsantrasyonlardaki aktivite degerleri kullanilarak
cizilen grafikten K; degerinin 14.30 £ 3.35 mg/mL oldugu hesaplanmistir.
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Tablo 4.9. Karaciger GBA2 enzimi lizerine ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

omM Enzim SUPSHTRE | mibitor | Kuyudaki | Kuyudaki | /el -
. e e e . Substrat | i pepees AA Aktivite
Na-Ac Cozeltisinin | Cozeltisinin o Toplam Inhibitor T 1[s]
tamponu Hacmi Hacmi (ozeltisinin | Hacim Kones. Kons. (n4n01§ (;J;:;'
Hacmi
(1) (b o) @D ST ™M) | g (mmy
(b

110 20 0.5 0.1910 | 0.146115 | 6.843 2
100 30 0.75 0.2623 | 0.116124 | 8.611 1.6
90 70 40 ) 200 1 i 0.2897 | 0.228571 | 4.375 1
85 45 1.125 0.2917 | 0.230242 | 4.343 | 0.88888
80 50 1.25 0.2954 | 0.233333 | 4.285 0.8
75 55 1.375 0.3535 | 0.281871 | 3.547 | 0.72727
70 60 15 0.3641 | 0.290727 | 3.439 | 0.66666
60 70 1.75 0.4267 | 0.343024 | 2.915 | 0.57142
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Tablo 4.10. Karaciger GBA2 enzimi ilizerine ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢dzeltilerin
hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Kuyudaki

Kuyudaki

l5\|0arnA'\fI: Enzim Substrat ) K_lygulgzl](' Substrat | Inhibitor AA | Aktivite
Cozeltisinin | Cozeltisinin Inhibitor P Kons. Kons. (U/ml Y, 1/[S]
tamponu ; , Cozeltisinin | Hacim (405
1) Hacmi (ul) Hacmi (ul) ozeltisin ) nm) dak)
(n Hacmi (ul) [S] (MM) | [1] (mM)
95 15 0.375 0.27 0.2133 4.686 2.666
85 25 0.625 0.33 0.2658 3.761 1.6
80 30 0.75 0.36 0.2875 3.477 1.333
75 35 0.875 0.41 0.3325 3.006 1.142
70 70 40 20 200 1 81.77 0.45 0.3624 2.758 1
65 45 1.125 0.47 0.3859 2.590 0.889
60 50 1.25 0.55 0.4489 2.227 0.8
55 55 1.375 0.56 0.4605 2.171 0.727
50 60 1.5 0.62 0.5071 1.971 0.666
40 70 1.75 0.76 0.6246 1.600 0.571
55 15 0.6170 0.67 0.5469 1.828 2.666
45 25 0.6446 0.64 0.5250 1.904 1.6
40 30 0.6890 0.68 0.5621 1.778 1.6
35 35 0.7032 0.70 0.5740 1.742 1.333
30 70 40 60 200 0.6794 24531 "7 | 05541 | 1804 | 1.142
25 45 0.7509 0.75 0.6138 1.625 1
20 50 0.8107 0.81 0.6638 1.506 0.888
15 55 0.8366 0.83 0.6854 1.458 0.8
10 60 0.8627 0.86 0.7072 1.413 0.727
0 70 8.660 0.86 0.7100 1.408 0.666
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Tablo 4.11. Karaciger GBA2 aktivitesi lizerine arastirilan antibiyotiklerin etkileri.

Tlag (inhibitor) ICso Inhibisyon Tipi Ki
Sefuroksim sodyum fnhibisyon yok
Ampisilin/sulbaktam 14.30+3.35
62.97 mg/mi Yarigmali ma/mL
Amoksisilin trihidrat/ inhibisvon vok i
potasyum klavulanat yony
Sefazolin sodyum inhibisyon yok )
Gentamisin siilfat inhibisyon yok )
Seftriakson disodyum inhibisyon yok )
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4.3. Bobrek GBA?2 Saflastirilmas1 ve Baz1 Antibiyotiklerin Etkilerinin
Arastirilmasi

4.3.1. Bobrek GBA2’nin Amonyum siilfat Coktiirme Arahginin
Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesi i¢in ham ekstrakta Tablo
4.12.°de verilen amonyum siilfat miktarlar1 eklenerek Bolim 3.2.5.1°de belirtilen
yontem uygulanmistir. Her bir araliktaki enzim numunelerinin 405 nm’deki
absorbanslar1 kendi korlerine kars1 okunmustur. Elde edilen veriler, Tablo 4.12°de

verilmistir.

Tablo 4.12. Bobrek GBA2 amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin belirlenmesinde

kullanilan ¢6zelti hacimleri, kullanilan tuz miktar1 ve elde edilen degerler.

Kullanilan
Aralik | Coktiirme | Hacim Amonyum | Protein Aktivite | Absorbans
Degeri Arahigi (mL) sulfat Miktan (EV) 405 nm
Miktar1 | (mg/mL)
(@)
1 0-10 6.5 0.334 0.1052 0.7224 0.534
2 10-20 5.5 0.291 0.2989 0.2626 0.194
3 20-30 5 0.273 0.6347 1.7077 1.261
4 30-40 4.5 0.253 0.4378 1.4525 1.072
5 40-50 4 0.250 0.0111 3.4953 2.580
6 50-60 4 0.240 0.0206 | 3.3623 2.482
7 60-70 3.1 0.193 0.0021 0.4575 0.338
8 70-80 2.850 0.184 0.004 0.1464 0.109
9 80-90 3 0.201 0.001 0.0020 0.002
10 90-100 3 0.323 0.0001 0.0023 0,002
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Tablo 4.11°deki degerler kullanilarak Sekil 4.12.°deki amonyum siilfat
¢oktiirme araligi-aktivite grafigi ¢izilmistir. Ozelikle ¢oktiirme araligmin
belirlenmesinde protein miktarinin diisiik; buna karsilik enzim aktivitesinin yiiksek
oldugu aralik tespit edilmistir. Grafige gore enzimin ¢oktiigii tuz konsantrasyonu %
20-60 aralig1 olarak belirlenmis ve saflagtirma islemlerinde % 20-60 amonyum siilfat

tuz ¢oktiirmesi uygulanmistir.

== Aktivite

Aktivite EU

== Protein

0 T T
ﬂ) 20 40 60 80 100 120
-0,5

Coktiirme Araligi

Sekil 4.12. Bobrek GBA2 amonyum siilfat ¢oktiirme araliginin tespitinde kullanilan
grafik.
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4.3.2. Bobrek GBA2’nin Saflastirilmasi

Bolim 3.2.5.2°de belirtildigi gibi % 20-60 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonunda elde edilen numune, laboratuvarda sentezlenmis sepharose 4B-L-tirozin-1-
naftilamin hidrofobik jeli igeren kolona yiiklenmistir. Kolondaki jel ytliksekligi 7 cm
ve ¢ap 1 cm’dir. Kolondan alinan numunelerin 50 mM sodyum fosfat pH 6.8
tamponu kor olarak kullanilarak 280 nm’de kalitatif protein tayini yapilmuistir.
Eliisyondaki her bir tiipiin aktivite tayini, kendi numunesinden olusan koriine karsi
yapilmistir. Elde edilen degerlerin, tiip numarasina karsi aktivite ve protein miktari
Sekil 4.3.”deki grafikten de goriildiigii gibi yiliksek aktivite gdsteren 26, 27, 28, 29 ve
30 numarali tiipler birlestirilmistir. Kolona tatbik edilen ve birlestirilen eliiatlar i¢in
Lowry metodu ile kantitatif protein ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler

ve saflastirma oranlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.13.).
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Aktivite (U)
o o o
H [e)] o]

o
N

Tip No

45

=@=Aktivite
={l= Protein

Sekil 4.13. Hidrofobik etkilesim kromotografisi kolonundan bobrek GBA2’nin saflastirma grafigi.
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Tablo 4.13. Bobrek GBA2 Saflastirma Tablosu.

. . Protein Toplam Spesifik
Hacim Aktivite Toplam ) ) o
Basamak Aktivite Miktar1 Protein AKtivite | o4 \/erim Szfliset;;’ga
ml U/ml
(mb | b umb gy | mg) | (Urmg)
Ham ekstrakt 6 4.09 24.56 1.89 11.39 2.15 100 1
Amonyum siilfat 3.1 6.23 19.32 1.90 5.91 3.26 78.68 1.52
coktiirmesi
(% 50)
Hidrofobik
Etkilesim
Kromatografisi
2 1.50 3 0.13 0.27 10.94 12.21 5.08

32.tiip
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4.3.3 Bobrek GBA2 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan Bobrek GBA2 enziminin
safligini kontrol etmek amaciyla Boliim 3.2.5.3’de anlatildig: sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine, saflastirilan enzim numunesi yiiklendi. Protein
bantlar1 iceren jellerin goriintiileri, jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi

(Sekil 4.14.).

1 2
MW, kDa - /
~116.0
~66.2 -
~45.0
~35.0 M
w— 250 .
w— 1.4
=144
12% Tris-glycine SDS-PAGE
Bobrek SDS Agirligi Standart Grafigi
55 -
y =-1,349x + 5,3622
©
o5 -
]
£
s
&5
—
4 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Rf

Sekil 4.14. Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda saflastirilmis bobrek GBA2.
1: Protein belirtec. Molekiil agirlik standartlari; (B-galaktosidaz (116.0kDa), sigir
serum albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35.0
kDa), REase Bsp98I (E.coli) (25.0 kDa), p-laktoglobulin (18.4 kDa) ve Lizozim
(14.4 kDa) 2: Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonundaki saflastirilmis bobrek
GBA2.
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4.3.4 Bobrek GBA2 Uzerine Bazi Antibiyotiklerin ICsy Degerlerinin

Belirlenmesi

4.3.4.1. Sefuroksim sodyum Antibiyotiginin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Sefuroksim sodyumun bobrek GBA2 aktivitesi lizerine etkisi incelenirken, p-
NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM kullaniimistir.
Sefuroksim sodyum bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak
alinmis ve sefuroksim sodyumun 14.727 - 176.725 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Tablo 4.14°de gosterilmistir.

120 1 Sefuroksim sodyum
100 ¢
80 -
g
=
£ 60 -
<
$ y = -0.5424x + 96.116
40 | R?=0.9819
20 -
O T T T 1
0 50 100 150 200
[1] mM
Sekil 4.15. Sefuroksim sodyum antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ilag

konsantrasyonu grafigi.
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Tablo 4.14.°deki verilere gore, sefuroksim sodyum antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, bobrek GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi, Sekil 4.15.’deki gibidir. Grafik denkleminden yararlanilarak sefuroksim sodyum ICsy degeri, 85.02 mM

bulunmustur.
50 mM Enzim Substrat Antibiyotik Kuyudaki Absorbans | Aktivite %
Substrat | Antibiyotik | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Antibiyotik (405 nm) (U/mil Aktivite
Tamponu Hacmi (ul) | Hacmi ((ul)) | Hacmi (ul) | Konsantrasyonu dak.)
(ul) [11mM
0 0 0 1.863 46.308 100
55 5 14.727 1.726 42.862 92.558
50 10 29.454 1.434 35.553 76.776
45 15 44,181 1.211 29.954 64.685
40 20 58.908 1.069 26.395 57.000
35 25 73.635 1.151 28.448 61.433
30 Sefuroksim 70 70 30 88.362 0.972 23.977 51.777
25 sodyum 35 103.090 0.801 19.679 42.496
20 40 117.817 0.615 15.027 32.451
15 45 132.544 0.442 10.696 23.098
10 50 147.271 0.256 6.0325 13.027
5 55 161.998 0.198 4.5614 9.8500
- 60 176.725 0.038 0.5714 1.2339
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4.3.4.2. Gentamisin siilfat Antibiyotiginin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Gentamisin siilfat antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmistir.  Gentamisin siilfat bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak alinmig ve gentamisin siilfat 4.187 - 50.251 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler,

Tablo 4.15°de gosterilmistir.

120 4 Gentamisin sulfat

" \\./\\/\/
80 -

60 -

% Aktivite

40 -

20 -

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

[1] mMm

Sekil 4.16. Gentamisin siilfat antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ilag konsantrasyon

grafigi.
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Tablo 4.15.°deki verilere gore, gentamisin siilfat antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, bobrek GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi, Sekil 4.16.’daki gibidir. Gentamisin siilfatin g¢alisilan konsantrasyon araliginda, karaciger GBA2’yi inhibe

etmedigi goriilmiistiir.

50 mM ] o Kuyudaki o
o Enzim Substrat Antibiyotik L Aktivite
Substrat | Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/mi o
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite
Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(ub [1] mM
0 0 0 1.863 1.5436 100
55 S 4.187 1.604 1.3269 85.966
50 10 8.375 1.408 1.1628 82
45 15 12.562 1.479 1.2224 86
40 20 16.750 1.808 1.4974 95
35 o 25 20.938 1.958 1.6230 101
Gentamisin
30 . 70 70 30 25.125 1738 1.4392 93.240
Siilfat
25 35 29.313 1.630 1.3488 87.384
20 40 33.501 1.512 1.2497 80.965
15 45 37.688 1.887 1.5634 95
10 50 41.876 1.603 1.3259 85.901
5 35 46.063 1.487 1.2288 81
- 60 50.251 1.790 1.4822 96.027
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4.3.4.3. Sefazolin sodyum Antibiyotiginin ICs, Degerinin Belirlenmesi

Sefazolin sodyum antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesi iizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmigtir. Sefazolin sodyum bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak alinmis ve sefazolin sodyum 27.502 - 165.012 mM arasinda degisen

konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler

Tablo 4.16° da gosterilmistir.

120 - .
Sefazolin sodyum

100 &

y =-0.4239x + 91.886
R?=0.9681

% Aktivite
o)
o

40 ~
20 A
0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[l mM

Sekil 4.17. Sefazolin sodyum antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ilag konsantrasyonu

grafigi.
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Tablo 4.16.°daki verilere gore, sefazolin sodyum antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, bobrek GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi, Sekil 4.17.’deki gibidir. Grafik denkleminden yararlanilarak sefazolin sodyum ICsy degeri, 98.81 mM

bulunmustur
50 mM Antibiyotik Enzim Substrat Antibiyotik Kuyudaki Absorbans | Aktivite %
Substrat Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Antibiyotik (405 nm) (U/mil Aktivite
Tamponu Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Konsantrasyonu dak.)
(uD) [11mM
0 0 0 1.863 1.543 100
50 10 27.502 1.422 1.174 76.094
45 15 41.253 1.402 1.158 75.050
40 20 55.004 1.188 0.979 63.457
35 _ 25 68.755 1.164 0.959 62.142
30 Sefazolin 70 70 30 82.506 1.020 0.838 54.337
25 sodyum 35 96.257 0.974 0.800 51.859
20 40 110.008 0.790 0.646 41.900
15 45 123.759 0.761 0.622 40.314
5 55 151.261 0.628 0.511 33.116
- 60 165.012 0.420 0.337 21.886
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4.3.4.4. Seftriakson disodyum Antibiyotiginin ICsy Degerinin

Belirlenmesi

Seftriakson disodyum antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesi lizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmustir. Seftriakson disodyum bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak alinmis ve seftriakson disodyum 12.879 - 154.557 mM arasinda
degisen konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan

veriler Tablo 4.17° de gosterilmistir.

120 - Seftriakson disodyum

100
80 -

60 -

% Aktivite

40 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160
[l mM

Sekil 4.18. Seftriakson disodyum antibiyotiginin % enzim aktivitesi-ilag

konsantrasyonu grafigi.
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Tablo 4.17.’deki verilere gore, seftriakson disodyum antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, bobrek GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi Sekil 4.18.’deki gibidir. Seftriakson disodyumun ¢alisilan konsantrasyon araliginda, karaciger GBA2’yi inhibe

etmedigi goriilmiistiir.

50 mM ] o Kuyudaki o
o Enzim Substrat Antibiyotik S Aktivite

Substrat | Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %

Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/ml o
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite

Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(ub [1] mM

0 0 0 1.863 1.5436 100
55 S 12.879 1.585 1.3106 84.910
50 10 25.759 1.645 1.7510 88.174
45 15 38.639 1.673 1.3848 89.716
40 20 51.519 1.770 1.4653 94.928
35 . 25 64.398 1.824 1.5104 97.851

Seftriakson
30 . 70 70 30 77.278 1.866 1.5456 100.13
disodyum

25 35 90.158 1.792 1.4843 96.162
20 40 103.038 1513 1.2511 81.052
15 45 115.917 1.468 1.2136 78.622
10 50 128.797 1.571 1.2995 84.191
S 95 141.677 1.410 1.1647 75.455
- 60 154.557 1.234 1.0180 65.952
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4.3.4.5. Amoksisilin trihidrat/Potasyum klavulanat Antibiyotiginin 1Csy

Degerinin Belirlenmesi

Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin bobrek GBA2
aktivitesi tizerine etkisi incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki
konsantrasyonu 1.75 mM kullanilmistir. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat
bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100 aktivite olarak alinmis ve amoksisilin
trihidrat/potasyum klavulanat 2.5-30 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarindaki
% aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan veriler, Tablo 4.18.’de

gosterilmistir.

120 1 Amoksisilin trihidrat/Potasyum klavulanat

100

80

]
=
£ 60 y=-2.5794x + 101.75
< R2=0.9721
®

40 -

20 -

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

[1] mg/mL

Sekil 4.19. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin % enzim

aktivitesi-ilag konsantrasyonu grafigi.
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Tablo 4.18.°deki verilere gore, amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, bobrek GBA2 %
aktivite-ilag konsantrasyonu grafigi, Sekil 4.19.’daki gibidir. Grafik denkleminden yararlanilarak amoksisilin trihidrat/potasyum

klavulanat 1Csq degeri, 20.06 mg/mL bulunmustur.

50 mM Antibiyotik Enzim Substrat | Antibiyotik Kuyudaki Absorbans | Aktivite %
Substrat Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Antibiyotik (405 nm) (U/ml | Aktivite
Tamponu Hacmi (ul) Hacmi Hacmi (ml) | Konsantrasyonu dak.)
(nD) ((uD) [1] mg/mL
0 0 0 1.863 1.543 100
45 0.015 7.5 1.500 1.239 80.310
40 0.02 10 1.523 1.259 81.577
35 0.025 12.5 1.344 1.109 71.867
Amoksisilin
30 0.03 15 1.193 0.983 63.733
trihidrat/Potasyum 70 70
25 0.035 17.5 0.929 0.763 49.450
klavulanat
15 0.045 22.5 0.834 0.683 44.303
10 0.05 25 0.821 0.673 43.600
5 0.055 27.5 0.501 0.405 26.281
- 0.06 30 0.464 0.374 24.289
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4.3.4.6. Ampisilin/sulbaktam Antibiyotiginin ICsy Degerinin Belirlenmesi

Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesi lizerine etkisi
incelenirken, p-NPG substratinin reaksiyon hacmindeki konsantrasyonu 1.75 mM
kullanilmistir. Ampisilin/sulbaktam bulunmayan ortamdaki enzim aktivitesi % 100
aktivite olarak alimmis ve ampisilin/sulbaktam 10.714 — 128.516 mg/ml arasinda
degisen konsantrasyonlarindaki % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan

veriler, Tablo 4.19.’da gosterilmistir.

120 1 Ampisilin/sulbaktam
100

80

60

% Aktivite

y = 0.0025x2- 0.9746x + 100.47
R?=0.9847

40 -

20 -

0 50 100 150 200 250
(1] mg/ml

Sekil 4.20. Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin % enzim  aktivitesi-ilag

konsantrasyonu grafigi.

80



Tablo 4.19.°daki verilere gore, ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin p-NPG substrati varliginda, bobrek GBA2 % aktivite-ilag

konsantrasyonu grafigi, Sekil 4.20.’deki gibidir. Grafik denkleminden yararlanilarak amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat 1Cs

degeri, 32.23 mg/ml bulunmustur.

50 mM ] o Kuyudaki .
o Enzim Substrat | Antibiyotik L Aktivite
Substrat Antibiyotik Antibiyotik Absorbans %
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin (U/mil .
Tamponu ) ) ) Konsantrasyonu | (405 nm) Aktivite
Hacmi (ul) | Hacmi (ul) | Hacmi (ul) dak.)
(ul) (11 mM
0 0 0 1.863 1.543 100
50 10 21.4285 1.185 0.995 | 63.305
45 15 32 14275 1.069 0.977 | 56.989
40 20 42 857 0.636 0879 | 33571
35 25 5357125 0.537 0518 | 28.202
30 Ampisilin/sulbaktam 70 70 30 64.2855 0.260 0.435 13.248
25 35 24.99975 0.174 0.204 8.54
20 40 85.714 0.241 0131 | 12.198
15 45 96.42825 0.155 0.188 | 7.560
10 50 1071425 0.152 0116 | 7.376
5 55 117 8568 0.087 0.113 | 3.880
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4.3.4.7. Bobrek GBA2’yi Inhibe Eden Sefuroksim sodyum Antibiyotiginin

Inhibisyon Tipi ve KjDegerinin Belirlenmesi

Sefuroksim sodyum antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Sefuroksim sodyumun enzim iizerine inhibisyon tipinin belirlenmesi
icin Boliim 3.2.8’de agiklandigi gibi ¢alisma yapilmis ve bulunan deneysel sonuglar,
Tablo 4.20. ve Tablo 4.21.”°de verilmistir. Bu verilerle de Sekil 4.21.’deki

Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir.

*10 1 sefuroksim sodyum

H1:58.91 mM 14 -
12:176.73 mM

-1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5
1/[S] mM-!

Sekil 4.21. Sefuroksim sodyum antibiyotiginin bobrek GBAZ2 aktivitesi {izerine

inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.

Sekil 4.21.°deki Lineweaver-Burk grafiginden sefuroksim sodyumun bobrek
GBAZ2’yi yarigmasiz tipte inhibe ettigi goriilmektedir. Sefuroksim disodyumun [I;] =
58.91 mM ve [l;] = 176.73 mM konsantrasyonlardaki aktivite degerleri kullanilarak
cizilen grafikten K; degerinin 28.37 £+ 6.35 mg/mL oldugu hesaplanmustir.
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Tablo 4.20. Bobrek GBA2 enzimi {izerine sefuroksim sodyum antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Substrat

50 mM Enzim _ | Inhibitsr Kuyudaki | Kuyudaki Kuyudaki .
Na. Ac | Cozeltisin GOZe:'s‘m Cozeltisini | Toplam | SUPSUAL | inpibitr | AA tivite
in Hacmi Hacim (U/ml v VIs]

tamponu — n Kons. Kons. (405 nm) dalo)

(u) (nl) ) Hacmi (uD) STMM) | [ (miv)
(D)

120 10 0.25 0.0805 0.0538 18.586 4
115 15 0.375 0.1413 0.1045 9.560 2.666
110 20 0.5 0.1989 0.1527 6.548 2
105 25 0.625 0.2522 0.1972 5.069 1.6
100 30 0.75 0.2872 0.2264 4.415 1.333
95 70 35 - 200 0.875 - 0.3130 0.2480 4,031 1.145
90 40 1 0.3469 0.2763 3.618 1
85 45 1.125 0.4065 0.3261 3.066 0.888
80 50 1.25 0.4220 0.3390 2.949 0.8
75 55 1.375 0.4271 0.3433 2.912 0.727
70 60 15 0.4624 0.3728 2.682 0.666
60 70 1.75 0.5037 0.4073 2.454 0.571
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Tablo 4.21. Bobrek GBA2 enzimi {izerine sefuroksim sodyum antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ézeltilerin
hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

50 mM Enzim Kuyudaki | Kuyudaki | Kuyudaki .
Na-Ac | Cozeltisin Substrat | - jupipiggr Toplam | Substrat | Inhibitsr AA Aktivite
tamponu | in Hacmi cOzeltisinn | gy eltisini | Hacim Kons. Kons. (U/ml A U[S]
hacmi (ul) Hacmi (405 nm) dak)
(1) (ul) n (ud) [S] (MM) | [1] (MM)
(ul)

95 15 0.375 0.1105 0.0788 12.680 2.666
90 20 0.5 0.1207 0.0873 11.443 2
75 35 0.875 0.1903 0.145 6.871 1.142
70 40 1 0.1874 0.1431 6.987 1
65 70 45 20 200 1125 58,91 0.1969 0.1510 6.620 | 0.888
60 50 1.25 0.2033 0.1563 6.394 0.8
55 55 1.375 0.2085 0.1607 6.221 0.727
50 60 1.5 0.2320 0.1803 5.544 0.666
40 701 1.75 0.2105 0.1624 6.157 0.571
95 15 0.375 0.1359 0.1000 9.991 2.666
90 20 0.5 0.1469 0.1092 9.151 2
85 25 0.625 0.1613 0.1213 8.243 1.6
80 30 0.75 0.2130 0.1644 6.079 1.333
75 35 0.875 0.2171 0.1679 5.955 1.142
70 70 40 60 200 1 176,73 0.2425 0.1891 5.287 1
65 45 1.125 0.2322 0.1805 5.539 0.888
60 50 1.25 0.2618 0.2052 4871 0.8
55 55 1.375 0.2943 0.2324 4.302 0.727
50 60 1.5 0.2925 0.2309 4.330 0.666
40 70 1.75 0.3810 0.3048 3.280 0.571
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4.3.4.8. Bobrek GBA2’yi inhibe Eden Amoksisilin trihidrat/Potasyum

klavulanat Antibiyotiginin Inhibisyon Tipi ve KjDegerinin Belirlenmesi

Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin bobrek GBA2
aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat
antibiyotiginin enzim {izerine inhibisyon tipinin belirlenmesi i¢in Bolim 3.2.8’de
aciklandig gibi ¢alisma yapilmis ve bulunan deneysel sonuglar, Tablo 4.22. ve Tablo
4.23.’de verilmistir. Bu veriler ile de Sekil 4.22.’deki Lineweaver-Burk grafigi elde

edilmistir.
20 ] . ege L] L]
oo Amoksisilin trihidrat/
18 -
potasyum klavulanat
mI1:10 mg/ml 16 -
12: 30 mg/ml

1/V EU -1

-0,5 0,5 1/[S] mM’ 1,5 2,5

Sekil 4.22. Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin bobrek GBA2
aktivitesi lizerine inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk
grafigi.

Sekil 4.22.°deki Lineweaver-Burk grafiginden, amoksisilin trihidrat/potasyum
klavulanatin bobrek GBA2’yi yarismasiz tipte inhibe ettigi goriilmektedir.
Amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat [I;] = 10 mg/ml ve [l;] = 30 mg/ml
konsantrasyonlardaki aktivite degerleri kullanilarak cizilen grafikten K; 27.19 =+
12.04 mg/mL oldugu hesaplanmistir.
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Tablo 4.22. Bobrek GBA2 enzimi {izerine amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda

kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

50 mM Enzim Substrat — Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki N
e . e e Substrat | i pepees AA Aktivite
Na-Ac Cozeltisin | Cozeltisinin o Toplam Inhibitor W V[S]
tamponu | iN Hacmi Hacm Cozeltisinin | Hacim Kons. Kons. &1425)3 (;ZE;I
Hacmi
(uh ) (1) W1 1M |y i)
(b
110 20 0.5 0.0792 | 0.052715 18.9698 | 2
105 25 0.625 0.1419 | 0.105096 9.51510 | 1.6
100 30 0.75 0.1118 | 0.07995 12.5078 | 1.333
95 35 0.875 0.1430 | 0.106015 9.43262 | 1.142
90 70 40 - 200 1 - 0.1585 | 0.118964 8.40589 |1
85 45 1.125 0.1970 | 0.151128 6.61691 | 0.889
80 50 1.25 0.1897 | 0.145029 6.89516 | 0.8
75 55 1.375 0.2207 | 0.170927 5.85044 | 0.722
70 60 15 0.2215 | 0.171596 5.82765 | 0.66666
60 70 1.75 0.2519 | 0.196992 5.07633 | 0.57142
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Tablo 4.23. Bobrek GBA2 enzimi {izerine amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda
kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50mM Enzim Substrat inhibitor Kuyudaki | Kuyudaki l_(uyudaki AA Aktivite
Na-Ac Cozeltisinin | Cozeltisinin v A Toplam Substrat | Inhibitor 1V 1/[9]
. . Cozeltisinin . (405 (U/mi
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. nm) dak)
(ul) (ul) (ul) (ul) (ul) [S] (mM) | [1] (mM)
90 20 0.5 0.079 0.0527 18.969 2
85 25 0.625 0.141 0.1050 9.515 1.6
80 30 0.75 0.111 0.0795 12.507 1.333
75 35 0.875 0.143 0.1060 9.432 1.1428
70 40 1 0.158 0.1189 8.405 1
65 45 20 1.125 0.197 0.1511 6.616 0.888
60 0 50 200 1.25 10 0.189 0.1450 6.895 0.8
55 55 1.375 0.220 0.1709 5.850 0.727
50 60 1.5 0.221 0.1715 5.827 0.666
40 70 1.75 0.251 0.1969 5.076 0.571
55 15 0.375 0.094 0.0654 15.267 15.267
50 20 0.5 0.112 0.0808 12.365 2
45 25 0.625 0.103 0.0730 13.680 1.6
40 30 0.75 0.127 0.0931 10.735 1.333
35 35 0.875 0.127 0.0930 10.745 1.142
30 70 40 60 200 1 30 0.196 0.1510 6.620 1
25 45 1.125 0.212 0.1642 6.088 0.888
20 50 1.25 0.227 0.1768 5.654 0.8
15 55 1.375 0.248 0.1938 5.159 0.727
10 60 1.5 0.267 0.2096 4,768 0.666
- 70 1.75 0.316 0.2509 3.984 0.571
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4.3.4.9. Bobrek GBA2’yi inhibe Eden Sefazolin sodyum Antibiyotiginin

Inhibisyon Tipi ve KjDegerinin Belirlenmesi

Sefazolin sodyum antibiyotiginin bébrek GBA2 aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Sefazolin sodyumun enzim iizerine inhibisyon tipinin belirlenmesi igin
Bolim 3.2.8’de agiklandigi gibi calisma yapilmis ve bulunan deneysel sonuglar
Tablo 4.24. ve Tablo 4.25.de verilmistir. Bu verilerle de Sekil 4.23.’deki

Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir.

25 + o
*l0 Sefazolin Sodyum
m|1:55mM
20 A
13: 165.01 mM

1/ VEU?

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
1/[S] mMm-?

Sekil 4.23. Sefazolin sodyum antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesi {izerine
inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.

Sekil 4.23.’deki  Lineweaver-Burk grafiginden sefazolin  sodyum
antibiyotiginin bobrek GBA2’yi yarigsmasiz tipte inhibe ettigi goriilmektedir.
Sefazolin sodyum [l;] = 55 mM ve [l,] = 165,01 mM konsantrasyonlardaki aktivite
degerleri kullanilarak c¢izilen grafikten K; degerinin 101.9 + 47.1 mM oldugu

hesaplanmastir.
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Tablo 4.24. Bobrek GBA2 enzimi iizerine sefazolin sodyum antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri

ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

50 mM Enzim Substrat — Kuyudaki Kuyudaki Kuyudaki N
. ¢ o . . ¢ e . Substrat e .. AA Aktivite
Na-Ac Cozeltisinin | Cozeltisinin o Toplam Inhibitor W V[S]
tamponu Hacmi Hacmi Cozeltisinin | Hacim Kons. Kons. (n4nC§ (;J;lrgl
Hacmi
(D (kD (ul) (k) [S] (mM) [1] (mM)
(nh

110 20 0.5 0.079 0.0527 18.969 2
105 25 0.625 0.141 0.1050 9.515 1.6
100 30 0.75 0.111 0.0799 12.50 1.333
95 35 0.875 0.143 0.1060 9.432 1.142
a0 70 40 - 200 1 - 0.158 0.1189 8.405 1
85 45 1.125 0.197 0.1511 6.616 0.888
80 50 1.25 0.189 0.1450 6.895 0.8
75 55 1.375 0.220 0.1709 5.850 0.727
70 60 15 0.221 0.1715 5.827 0.666
60 70 1.75 0.251 0.1969 5.076 0.571
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Tablo 4.25. Bobrek GBA2 enzimi iizerine sefazolin sodyum antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri
ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

50 mM Enzim Substrat inhibitor Kuyudaki | Kuyudaki | Kuyudaki AA Aktivite
Na-Ac | Cozeltisinin | Cozeltisinin Cézeltisinin Toplam | Substrat | Inhibitor (405 (U/ml 1V 1/[S]
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. nm) dak)

(nl) (D) (b (ul) (nl) [S] (mM) | [1] (mM)
90 20 ml 0.5 0.076 0.0502 19.883 2
85 25 ml 0.625 0.111 0.0800 12.494 1.6
80 30 ml 0.75 0.229 0.1784 5.603 1.333
75 35 ml 0.875 0.124 0.0908 11.001 1.142
70 70 40 ml 20 200 1 55 0.138 0.1024 9.763 1
65 45 ml 1.125 0.149 0.1114 8.973 0.888
60 50 ml 1.25 0.147 0.1625 6.151 0.8
55 55 ml 1.375 0.210 0.1093 9.144 0.727
50 60 ml 1.5 0.200 0.1536 6.508 0.666
55 15 0.375 0.116 0.0502 19.88 2.666
40 30 0.75 0.152 0.0908 11.001 1.333
35 35 0.625 0.173 0.1024 9.763 1.142
30 40 0.875 0.198 0.1114 8.973 1
25 70 45 60 200 1 165.01 0.208 0.1093 9.144 0.888
20 50 1.125 0.227 0.1625 6.151 0.8
15 55 1.25 0.272 0.1536 6.508 0.727
10 60 1.375 0.296 0.1899 5.263 0.666
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4.3.4.10. Bobrek GBA2’yi Inhibe eden Ampisilin/sulbaktam

Antibiyotiginin Inhibisyon Tipi ve Kj Degerinin Belirlenmesi

Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesini inhibe ettigi
belirlenmistir Ampisilin/sulbaktamin enzim {izerine inhibisyon tipinin belirlenmesi
icin Boliim 3.2.8’de aciklandigr gibi ¢alisma yapilmis ve bulunan deneysel sonuglar
Tablo 4.26. ve Tablo 4.27.°de verilmistir. Bu verilerle de Sekil 4.24.°deki

Lineweaver-Burk grafigi elde edilmistir.

*10 Ampisilin/Sulbaktam

m1:81.77 mM
12: 245.31 mM

1/V EU1

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
1/[S] mM!

Sekil 4.24. Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin bobrek GBA2 aktivitesi {izerine
inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafigi.

Sekil 4.24.deki  Lineweaver-Burk grafiginden sefazolin  sodyum
antibiyotiginin bobrek GBA2’yi yarigmasiz tipte inhibe ettigi goriilmektedir.
Ampisilin/sulbaktam [l;] = 81.77 mM ve [l;] = 245.31 mM konsantrasyonlardaki
aktivite degerleri kullanilarak ¢izilen grafikten K; degerinin 28.37 = 6.35 mg/mL

oldugu hesaplanmustir.
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Tablo 4.26. Bobrek GBA2 enzimi iizerine ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar.

Substrat | Kuyudaki
50 mM Enzim inhibiter | Kuyudaki | Kuyudaki Y Ax | Aktivit
Na.Ac | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam | SUbstral | j,pinicor e w | s
Hacmi Cozeltisinin | Hacim
tamponu Hacmi Kons. Kons. Ei?]? (U/ml
1 Hacmi 1 dak
(D) (kD (ul) (k) [S] (mM) [1] (mM) )
(1)
115 15 0.375 0.141 | 0.1045 | 9.560 2.666
110 20 0.5 0.198 | 0.1527 | 6.548 2
105 25 0.625 0.252 | 0.1972 | 5.069 1.6
100 30 0.75 0.287 | 0.2264 | 4.415 1.333
95 70 35 ) 200 0.875 ) 0.313 | 0.2480 | 4.031 1.142
90 40 1 0.346 | 0.2763 | 3.618 1
85 45 1.125 0.406 | 0.3261 | 3.066 0.888
80 50 1.25 0.422 | 0.3390 | 2.949 0.8
75 55 1.375 0.427 |0.3433 | 2.912 0.727
70 60 15 0.462 | 0.3728 | 2.682 0.666
60 70 1.75 0.503 | 0.4073 | 2.454 0.571
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Tablo 4.27. Bobrek GBA2 enzimi iizerine ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri ve bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

50 mM Enzim Substrat T, Kuyudaki | Kuyudaki | Kuyudaki -
Na-Ac | Cézeltisinin | Cozeltisinin | Ll liPitOr Toyplam Substrat | Inhibitor | MA | Aktivite W | 1s]
. . Cozeltisinin . (405 (U/mi

tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. nm) dak)
(nl) (nl) (nl) (ul) () [S] (mM) | [I] (mM)
80 30 0.75 0.121 | 0.0877 11.4 1.333
75 35 0.875 0.131 | 0.0967 | 10.336 | 1.142
70 40 1 0.150 | 0.1119 8.932 1
65 70 45 20 200 1.125 81,77 0.151 | 0.1131 8.840 | 0.888
60 50 1.25 0.194 | 0.1487 6.720 0.8
55 55 1.375 0.179 | 0.1365 7.321 | 0.727
50 60 1.5 0.210 | 0.1624 6.157 | 0.666
40 70 1.75 0.223 | 0.1729 5782 | 0571
30 40 1 0.114 | 0.0822 | 12.152 1
25 45 1.125 0.118 | 0.0852 | 11.735 | 0.888
20 50 1.25 0.125 | 0.0913 | 10.941 0.8
15 70 55 60 200 1.375 245,31 0.149 | 0.1113 8.979 | 0.727
10 60 1.5 0.164 | 0.1236 8.087 | 0.666
- 70 1.75 0.179 | 0.1360 7.348 | 0.571
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Ilac (Inhibitor) 1Cs Inhibisyon Tipi Ki
Sefuroksim sodyum 85.02 mM Yar1 yarigmali 18'65miM12'65
Ampisilin/sulbaktam 32.23 mg/ml Yarigsmasiz 2837+ 6.35

mg/mL
Amoksisilin trihidrat/ 27.19+ 12.04
Potasyum klavulanat 20.06 mg/mL Yarigmasiz mg/mL
Sefazolin sodyum 98.81 mM Yarigsmasiz 101'921;47'09
Gentamisin siilfat Inhibisyon yok - -
Seftriakson disodyum Inhibisyon yok - -

Tablo 4.28. Bobrek GBA2 aktivitesi lizerine arastirilan antibiyotiklerin etkileri.
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5. TARTISMA

B-glukozidazlar, oligosakkaritlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki [-
glikozid baglarin1 hidroliz eden enzimlerdir (Ketudat Cairns ve Esen, 2010). -
glukozidazlarin bakteri, mantar, memeli ve bitkilerde yaygin olarak bulunduklar1 ve

biyolojik yollarda 6nemli gorevleri tistlendikleri bilinmektedir (Esen, 1993).

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda pek ¢ok glikozid tiirevi tirtiniintin aglikon
kisimlarinin besin kalitesini artirdigt belirtilmistir. Aglikonlarin ortaya ¢ikmasi igin
glikozidik maddenin B-glukozidazlar tarafindan hidrolize ugramalar1 gerekmektedir
(Esen, 1993). Bu biyokimyasal bilgiler 1s1ginda yapilan c¢alismalarda; vanilya
bitkisinde, iliziim, papaya ve zeytin meyvelerinde ayrica c¢ay yapraklarinda ilgili
enzimin aromatik tat olusumu, mesrubat iiretimi, meyve tatlanmasi lizerine etkili
oldugu gosterilmistir (Odoux ve ark., 2003; Lecas ve ark., 1991; Hartman-Schreier
ve Schreier, 1986; Wang ve ark., 2000; Kara ve ark., 2011).

Seliiloz, dogada bol bulunur ve bitkilerin yapisal elemanidir. Seliilozun
parcalanmasinda bakteri ve mantarlarda bulunan B-glukozidaz enzim ailesinden
sellilaz sorumludur. Seliiloz, son zamanlarda yenilenebilir enerji kaynagi olmaya
adaydir. Yakin gelecekte pahali olmayan selilloz kaynagi ve atiklarinin etkili bir
sekilde hidrolizi ve islenmesi ile biyo-etanolden biyoyakit iiretimi ekonomik agidan

onem arzetmektedir (Bhat, 2000; Dembitsky, 2004).

Memelilerde 6ne ¢ikan 3 tip B-glukozidaz karakterize edilmistir; bunlar
glukoserebrosidlerin B-glikozidik baglarinin hidrolizinden sorumlu lizozomal -
glukozidaz (asit B-glukozidaz), diyetle alinan laktoz ve diger B-glukozidlerin
hidrolizinde gorevli, ince bagirsakta membran bagimli laktaz pilorizin hidrolaz
(LPH) ve aril B-glukozidlerin hidrolizini katalizleyen sitozolik B-glukozidazlar
(Tseung ve ark., 2004; Hays ve ark. 1996).
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Literatiirde yer alan son ¢aligmalar incelendiginde; glikozilseramidi glukoz ve
seramide parcalayan 3 [-glukozidaz tanimlanmaktadir: Lizozomal B-glukozidaz
(GBAL1), non-lizozomal B-glukozidazlar (GBA2 ve GBA3). Bu ii¢ B- glukozidaz
enzimi, yapisal ve sekans benzerligi gostermemesine ragmen benzer enzimatik
aktiviteye sahiptirler. Bunlardan GBAL1 lizozom lumeninde yerlesmis olup,
GBAZ2’nin endoplazmik retikulum ve Golginin sitozolik yilizeyinde yerlesik oldugu
bildirilmistir (Korschen, 2013).

GBAl, membran baglantili bir enzimdir. Glukosilseramid ve diger
glikosfingolipidler arasindaki glukoz-sfingosin bagini hidroliz eder. GBAL
eksikliginde ya da ilgili gendeki mutasyonlar sonucu Gaucher hastaligi gdzlenir.
Glukozilseramid metabolizmasindaki ikinci hidroliz enzimi; GBA2, ER’da membran
ilskili bir enzimdir. Makrofajlarda bol miktarda bulunurlar (Futerman ve ark., 2004).
Safra asit glikozitlerinin hem yapiminda, hem de hidrolizinde aktiftirler. Safra asit
glikozitlerinde glukoz, safra asidinin 3.karbon atomuna f-bagi ile baghdir.
Karacigerde sentezlenip, idrarla digar1 atilan bu glikozitlerin hidrolizinde GBA2 j-
bagmin kirilmasindan sorumludur. GBA2 mutantlarinda safra asit metabolizmasi
normal goriiniirken, glukozilseramidlerin  birikmesi sonucu anormal sperm
gelisimleri ve erkeklerde kisirlik goriilmektedir (Yildiz ve ark., 2006; Marschall ve
ark., 1987).

Bu tez galismasinda, sigan karaciger ve bobrek dokularindaki non-lizozomal
B-glukozidazlardan GBA2 saflastirilmis ve yaygin kullanilan bazi antibiyotiklerin
enzim aktivitelerine in vitro etkileri belirlenmistir. Saflastirma islemlerinde, Wistar-
Albino cinsi siganlarin karaciger ve bobrek dokulart kullanilmistir. Dokulardan
GBAZ2 saflastirilmasi isleminde, ilk olarak ham ekstrakt hazirlanmistir. Ham ekstrakti
hazirlama basamaklari, literatiirde yer alan tavsan plasentasindan glukoserebrosit -
glukozidazin saflastirilmasi, sigan karaciger mikrozomlarindan p-glukozidazin
saflastirilmasi, PON’un si¢an karacigerinden saflastirilmasi ¢alismalarinda kullanilan
yontemler temel alinarak benzer sekilde gergeklestirilmistir (Braidman ve
Gregoriadis, 1977; Kosaka ve ark., 1985; Rodrigo ve ark., 2009; Avcikurt ve ark.,
2015).
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Karaciger ve bobrek dokularindan GBA2 saflagtirilmasinda ham ekstraktin
elde edilmesinden sonra numunelere sirasiyla % 20-50 ve % 50 amonyum siilfat tuz
¢oktiirmesi yapilmis ve ardindan sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli
ile hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemleri uygulanmistir. Hidrofobik
etkilesim kromotografisi sonunda yiiksek aktivite gosteren tiipler birlestirilmis ve saf
enzim olarak ¢alismalarda kullanilmustir. 1ki asamal saflastirma yontemi kullanilarak
enzimin aktivitesini kaybetmemesi amaglanmistir. Ayrica tuz ¢oktiirmesinden sonra
hidrofobik etkilesim kromotografisi i¢in ortamdaki tuzun uzaklastirilmasi
gerekmemektedir. Hidrofobik etkilesim kromotografisinde, laboratuvarimizda
sentezlenmis sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli kullanilmistir. Bu
yontemin literatiirde farkli kaynaklardan saflastirilan B-glukozidazlar i¢in kullanildigi
goriilmektedir. Olea europea (zeytin) meyvesinden p-glukozidaz saflastirmak icin
% 0-50 amonyum silfat tuz c¢oktliirmesi c¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromotografisi yontemi uygulanmistir (Kara, 2010). Benzer sekilde Aspergillus niger
kiiflinden B- glukozidaz’1 saflastirmak iizere % 0-90 amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi
ve devaminda hidrofobik etkilesim kromotografisi gergeklestirilmistir (Baybas,
2014).

Saflastirma islemleri sonucunda sigan karaciger GBA2 % 43.4 verimle 30.2
kat saflastirilirken, sigan bobrek GBA2 % 12.5 verimle 5.1 kat saflastirilmustir.
Memeli B-glukozidazlarin saflastirmasina dair ¢alismalar incelendiginde literatiirde
birbirinden farkli yontemlerin kullanildig1 goriilmektedir. Fleury ve arkadaslari insan
sitozolik  B-glukozidazinin  Sf9 bocek hiicrelerinde ekspresyonu sonrasinda
saflastirma isleminde Ni'" affinite kromotografisi ve iyon degisim kromotografisi
yontemlerini uygulamislardir (Fleury ve ark., 2007). Farkli bir ¢alismada insan
karaciger dokusundan sitozolik B-glukozidaz saflastirilmasinda sirasiyla katyon
degisim kromotografisi ve ardindan affinite kromotografisi gibi davranan oktil
sepharose hidrofobik jel kromotografisi kullanilmistir (Berrin ve ark., 2002). Sigan
karaciger mikrozomlarindan B-glukozidaz saflagtirilmasinda Con A Sepharose afinite
kromotografisi; rat karaciger mikrozomlarindan glukozidaz II saflagtirilmasinda
protamin siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromotografisi ve afinite koromografisi
yontemleri; Gaucher hastalarindan alinan deri fibroblast ve antikor hiicrelerinden

glukoserebrozidazin saflastirilmasinda imminoaffinite kromotografisi uygulanmistir
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(Kosoka ve ark, 1985; Alonso ve ark., 1991; van Weely ve ark., 1993). Yapmis
oldugumuz c¢alismada kullanilan hidrofobik jeldeki 1-Naftilaminin hidrofobik
Ozelliginin yaninda s6z konusu enzimin inhbitorii olabilecegi ve dolayisiyla
kullanilan jelin affinite jeli gibi davranabilecegi diisiiniilmektedir. Clinkii GBA2’nin
baz1 polisiklik hidrofobik tiirevi maddelerle inhibe edildigi bildirilmektedir
(Overkleeft ve ark., 1998; Ghisaidoobe ve ark., 2010).

Bu calismada, iki basamakta saflastirilan sican karaciger ve bobrek GBA2
enzimi SDS poliakrilamid jel elktroforezinde gorlintiilenmistir. Sekil 4.4’de
goriildiigii gibi karaciger GBA2 58 ve 110 kDa’da bant tespit edilmistir. Sekil
4.14’de verilen bobrek GBA2’nin SDS goriintiisiinde enzim 90 ve 109 kDa olarak
goriintiilenmistir. Literatiirde beta-glukozidazlarin molekiiler agirliklart konusunda
farkl1 bilgiler sunulmaktadir. Bunun da sebebinin asit beta-glukozidazlarin akrilamid
ya da agaroz jelde anormal go¢iiniin oldugu bildirilmistir (Grabowski ve ark, 1990).
Ancak genel olarak GBA2’nin 110 kDa civarinda oldugu belirtilmistir (Matern ve
ark., 1997; Korschen ve ark., 2012; Boot ve ark., 2007)

Antibiyotiklerden seftriakson sodyum, sefuroksim sodyum, sefozolin
sodyum, gentamisin siilfat, ampisilin/sulbaktam, amoksisilin/klavulanik asit
ilaglarin, sigan karaciger ve bobrek dokularindan saflastirilan GBA?2 aktivitesine in
vitro etkileri incelenmistir. Saflastirilan enzim aktivitesini % 50 azaltan ilag
konsantrasyonu olan 1Csy degerleri hesaplanmistir.  Ampisilin  + sulbaktam
antibiyotiginin sican karaciger GBA2 i¢in ICsg degeri 62.97 mg/mL bulunmus ve
calisilan diger antibiyotiklerin karaciger enzimini inhibe etmedigi belirlenmistir.
Sigan bobrek GBA2’sine antibiyotiklerin etkisi incelendiginde; sefuroksim sodyum,
ampisilin/sulbaktam, amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat, sefazolin sodyum
antibiyotiklerinin ICsy degerleri sirasiyla; 32.23 mg/mL, 61.48 mM, 20.06 mg/mL,
98.81 mM olarak belirlenmis ve gentamisin siilfat ve seftriakson disodyumun enzimi
inhibe etmedigi goriilmiistiir. Ampisilin/sulbaktam antibiyotiginin sigan karaciger
GBA2 enzimini yarigmali, bobrek GBA2’yi yarismasiz tipte inhibe ettigi
bulunmustur. Sican bobrek GBA2’yi sefuroksim sodyumun yari-yarismali,
amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat ve sefazolin sodyum antibiyotiklerinin ise

yarigsmasiz tipte inihibisyon etkisi gosterdikleri bildirilmistir.

98



Literatiirde farkli enzimler lizerine benzer antibiyotik ¢aligmalar1 yapilmistir.
Insan eritrositlerinden saflastirilan glukoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivitesi iizerine
sodyum seftizoksim, sodyum ampisilin, sodyum sefuroksim, sodyum sefazolin,
gentamisin siilfat antibiyotiklerinin etkisi arastirilmis ve ilgili enzim iizerine bu
antibiyotiklerin inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmistir. Sodyum ampisilin, sodyum
sefuroksim, sodyum sefazolin, gentamisin stilfatin ilgili enzimle iliskili ICso degerleri
sirasiyla; 105, 6.7, 125, 12 mM olarak verilmistir (Ciftgi ve ark., 2000). Sodyum
ampisilinin sigan karaciger ve bobrek GBA2 enzimini, insan eritrosit enzimine gore
daha kuvvetli inhibe ettigi belirlenmistir. Sodyum ampisilin antibiyotiginin sigan
bobrek GBA2 ve insan eritrosit G6PD enzimlerini yarigmasiz tipte inihibe ettigi
goriilmektedir. ICso degerleri karsilastirilarak sefuroksim sodyumun insan eritrosit
G6PD’n1 sigan bobrek GBA’ya gore daha giiclii inhibe ettigi sdylenebilir. Sefazolin
sodyum, karsilastirilan her iki enzimi ICsq agisindan birbirine yakin degerde inhibe
etmis ve yine her iki enzim de yarismasiz tipte inhibisyon mekanizmasi gostermistir.
Gentamisin siilfat sigan karaciger ve bobrek GBA2’yi inhibe etmezken, insan
eritrosit G6PD’1 inhibe ettigi bildirilmistir.

Insan eritrositlerinde yapilan baska bir c¢alismada; glutatyon rediiktaz
aktivitesi lizerine streptomisin siilfat, gentamisin siilfat, tiamfenikol, penisilin G,
ampisilin, sefotaksim, sefodizim antibiyotiklerinin etkileri arastirthmis ve ICsg
degerleri; sefotaksim igin 12.179, sefodizim igin 1.682 mM olarak bildirilmistir (Erat
ve ark., 2005). Karaciger ve bagirsak dokularinda B-glukurinidaz aktivitesine bazi
antibiyotiklerin etkisi aragtirilmig; levofloksin, streptomisin, ampisilin  ve
amoksisilin/klavulanat  antibiyotiklerinin  inhibisyon  etkisi  gdzlenmezken,
siprofloksin antibiyotiginin ilgili enzim i¢in inhibitor etkisi gosterdigi bildirilmistir
(Kodawara ve ark., 2015). Glukozidazlar {izerine makrolid antibiyotiklerin etkisinin
arastirildigr bir ¢alismada; Khomami ve arkadaglar1 eritromisin ve klaritromisinin
azitromisine gore daha gii¢lii inhibisyon etkisi gosterdiklerini belirtmislerdir

(Khomami ve ark., 2008).
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada, asagidaki bulgular elde edilmistir;

» Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin yapili hidrofobik jel kullanilarak sigan
karaciger GBA2 ve sican bobrek GBA2 enzimleri saflastirilmistir. Bu yontem
ve jel yapisinin, ilgili enzimlerin saflagtirilmasinda daha 6nce kullanilmamaisg

olmast, ¢aligmay orijinal kilmaktadir.

» Amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
yontemleri ile saflastirilan sigan karaciger GBA2 % 43.4 verim ile 30.2 kat
saflagirken, sigan bobrek GBA2’nin % 12.21 verim ile 5.1 kat saflastigi

hesaplanmustir.

» Sigan karaciger GBA2, SDS-PAGE’de, 58 ve 110 kDa molekiil agirliginda
ve bobrek GBA2, 90 ve 110 kDa araliginda iki bant seklinde

goriintiilenmistir.

» Yaygin olarak kullanilan aminoglikozid grubu antibiyotiklerden gentamisin
stilfat, sefalosporinler grubundan sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum ve
seftriakson disodyum antibiyotikleri karaciger GBAZ2’yi inhibe etmezken,
penisilin grubundan ampisilin/sulbaktamin enzimi inhibe ettigi ve inhibisyon
mekanizmasinin yarigmali oldugu bulunmus ve Ki degerinin 14.30 + 3.35mM

oldugu hesaplanmaistir.

» Bobrek dokularindan saflastirilan sican GBA2 {izerine ayni antibiyotiklerden
gentamisin siilfat ve seftriakson disodyumun inhibisyon etkisi gézlenmezken,
amoksisilin trihidrat/potasyum klavulanat, sefazolin sodyum ve sefuroksim
sodyum antibiyotiklerinin bu enzimi, calisilan konsantrasyon degerlerinde
inhibe ettikleri bulunmustur. Bu antibiyotiklerin inhibisyon mekanizmalari
icin sefuroksim sodyumun yari-yarigmali, ampisilin/sulbaktam, amoksisilin

trihidrat/potasyum klavulanat ve sefazolin sodyum antibiyotiklerinin ise
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yarismasiz tipte inihibisyon etkisi gosterdikleri bildirilmistir. Inhbisyon etkisi
gosteren ve inhibisyon mekanizmalar1 belirlenen bu antibiyotiklerin K;
degerleri sirasiyla; 18.65 + 12.65 mM, 28.37 + 6.35 mg/mL, 27.19 + 12.04
mM, 101.90 £ 47.09 mM oldugu hesaplanmaistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda; sican karaciger ve bobrek GBA2 enzimlerinin
saflagtirilmasina yonelik olarak kullanilan hidrofobik jeldeki 1-naftilamin
yapisinin, ilgili enzimler acisindan inhbitér olup olmadiginin arastirilmasi
Onerilmektedir. Sayet inhibitdr 6zellik gosterirse, bu yapimnin affinite kolonu
olmasi ihtimali s6zkonusu olacaktir. Dolayisiyla ilgili enzimlerin dokulardan
saflastirilmasi veya ekspresyon sonrasi saflastirma islemlerinde kullaniminin

sozkonusu olacagi diistiniilmektedir.
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